Use of artificial transcription regulators for transcriptional regulation in mammalian cells by Verbič, Anže
 
 

















UPORABA UMETNIH TRANSKRIPCIJSKIH 
REGULATORJEV ZA URAVNAVANJE 











































UPORABA UMETNIH TRANSKRIPCIJSKIH REGULATORJEV ZA 








USE OF ARTIFICIAL TRANSCRIPTION REGULATORS FOR 
TRANSCRIPTIONAL REGULATION IN MAMMALIAN CELLS 
 
 
M. SC. THESIS 
















Verbič A. Uporaba umetnih transkripcijskih regulatorjev za uravnavanje prepisovanja genov v sesalskih celicah.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
Magistrsko delo je zaključek magistrskega študijskega programa 2. stopnje Mikrobiologija. 
Delo je bilo opravljeno v Laboratoriju za sintezno biologijo in imunologijo na Kemijskem 
inštitutu v Ljubljani. 
 
Komisija za študij 1. in 2. stopnje je za mentorico magistrskega dela imenovala prof. dr. 
Romano Marinšek Logar, za somentorja prof. dr. Romana Jeralo in za recenzentko prof. dr. 
Darjo Žgur Bertok. 
 
 
Mentorica: prof. dr. Romana Marinšek Logar 
 
 
Somentor: prof. dr. Roman Jerala 
 
 





Komisija za oceno in zagovor: 
 
Predsednica: izr. prof. dr. Marjanca STARČIČ ERJAVEC 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
 
Članica: prof. dr. Romana MARINŠEK LOGAR 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko 
 
Član:  prof. dr. Roman JERALA 
Kemijski inštitut, Laboratorij za sintezno biologijo in imunologijo 
 
Članica: prof. dr. Darja ŽGUR BERTOK 















Verbič A. Uporaba umetnih transkripcijskih regulatorjev za uravnavanje prepisovanja genov v sesalskih celicah.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
ŠD Du2  
DK UDK 601.4:577.21(043)=163.6 
KG sintezna biologija/TAL efektorji/umetni transkripcijski faktorji/upravljanje 
prepisovanja genov/ DNA vezavni proteini/cinkovi prsti 
AV VERBIČ, Anže, univ. dipl. okoljski tehnolog 
SA MARINŠEK LOGAR, Romana (mentorica)/JERALA, Roman (somentor)/ ŽGUR 
BERTOK, Darja (recenzentka)  
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije 
LI 2017 
IN UPORABA UMETNIH TRANSKRIPCIJSKIH REGULATORJEV ZA 
URAVNAVANJE PREPISOVANJA GENOV V SESALSKIH CELICAH 
TD Magistrsko delo (Magistrski študij - 2. stopnja Mikrobiologija) 
OP XI, 49 str., 11 pregl., 22 sl., 2 pril., 74 vir.  
IJ sl 
JI sl/en 
AI Uporaba načrtovanih DNA-vezavnih proteinov za natančen nadzor transkripcije 
poljubnih genov predstavlja enega izmed ključnih izzivov sintezne biologije. Do danes 
razviti pristopi temeljijo na genski fuziji efektorskih domen na načrtovane DNA-
vezavne domene oziroma na kompetitivni vezavi načrtovanih DNA-vezavnih domen z 
endogenimi transkripcijskimi faktorji. V tej nalogi smo preučevali vpliv vezave 
načrtovanih TALE (ang. transcription activator-like effector) proteinov v bližino 
transkripcijskih aktivatorjev na osnovi cinkovih prstov Zif268 in Gal4. Ugotovili smo, 
da lahko z vezavo TALE proteinov v njuno bližino vplivamo na moč transkripcijske 
aktivacije,  efekt pa je odvisen od pozicije in razdalje med  vezavnimi mesti. TALE 
proteine lahko načrtujemo za vezavo v bližino endogenih transkripcijskih faktorjev, s 
čimer bi lahko nadzorovali izražanje endogenih genov celice.  
IV 
Verbič A. Uporaba umetnih transkripcijskih regulatorjev za uravnavanje prepisovanja genov v sesalskih celicah.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
KEY WORDS DOCUMENTATION 
ND Du2  
DC UDC 601.4:577.21(043)=163.6 
CX synthetic biology/TAL effectors/artificial transcription factors/transcripional 
regulation/DNA binding proteins/zinc fingers 
AU VERBIČ, Anže 
AA MARINŠEK LOGAR, Romana (supervisor)/ JERALA, Roman (co-advisor)/ ŽGUR 
BERTOK, Darja (reviewer) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Academic Study in Microbiology 
PY 2017  
TY USE OF ARTIFICIAL TRANSCRIPTION REGULATORS FOR 
TRANSCRIPTIONAL REGULATION IN MAMMALIAN CELLS 
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programme: Microbiology) 
NO XI, 49 p., 11 tab., 22 fig., 2 ann., 74 ref.  
LA sl 
Al sl/en 
AB One of the main current areas of research in synthetic biology is the development of 
artificially designed DNA binding proteins for use in transcription regulation of 
endogenous genes. Currently used systems of artificial transcription regulation rely on 
mechanisms of binding site competition and on the use of effector domains for 
activation of repression of transcription. In this work, we examined the effects of 
proximal binding of TALE (transcription activator-like effector) proteins, to zinc-finger 
transcription factors Zif268 and Gal4. Binding of TALE proteins in the vicinity of 
Zif268 and Gal4 was found to have an effect on their transcriptional activation, 
dependent of the position and distance between binding sites. As TALE proteins can be 
designed to bind in the vicinity of endogenous transcription factors, this method could 
be employed as a novel approach to transcriptional regulation. 
V 
Verbič A. Uporaba umetnih transkripcijskih regulatorjev za uravnavanje prepisovanja genov v sesalskih celicah.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
KAZALO VSEBINE 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA ..................................................... III 
KEY WORDS DOCUMENTATION .................................................................................. IV 
KAZALO VSEBINE ............................................................................................................... V 
KAZALO PREGLEDNIC ................................................................................................. VIII 
KAZALO SLIK ..................................................................................................................... IX 
KAZALO PRILOG ................................................................................................................. X 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI ................................................................................................ XI 
1 UVOD ................................................................................................................................ 1 
1.1 RAZISKOVALNI PROBLEM .................................................................................... 1 
1.2 CILJ MAGISTRSKEGA DELA IN DELOVNE HIPOTEZE .................................... 2 
2 PREGLED OBJAV .......................................................................................................... 3 
2.1 TRANSKRIPCIJSKI FAKTORJI EVKARIONTOV ................................................. 3 
2.1.1 DNA vezavne domene ......................................................................................... 3 
2.1.1.1 Cinkovi prsti ..................................................................................................... 4 
2.1.1.2 TAL efektorji .................................................................................................... 6 
2.1.2 Efektorske domene ............................................................................................. 8 
2.1.2.1 Aktivatorske domene ........................................................................................ 8 
2.1.2.2 Represorske domene ......................................................................................... 8 
2.2 DINAMIKA VEZAVE DNA VEZAVNIH PROTEINOV ......................................... 8 
2.3 INTERAKCIJE MED DNA VEZAVNIMI PROTEINI ............................................. 9 
2.3.1 Tekmovanje DNA vezavnih proteinov za vezavo na ista ali prekrivajoča se 
zaporedja ........................................................................................................................... 9 
2.3.2 Kooperativna vezava na DNA ......................................................................... 10 
2.3.3 Alosterija DNA .................................................................................................. 11 
2.3.4 Olajšana disociacija .......................................................................................... 12 
2.3.5 Molekularno izrivanje (ang. »molecular crowding«) .................................... 13 
3 MATERIALI IN METODE .......................................................................................... 14 
3.1 MATERIALI ............................................................................................................. 14 
3.1.1 Laboratorijska oprema .................................................................................... 14 
3.1.2 Kemikalije ......................................................................................................... 15 
VI 
Verbič A. Uporaba umetnih transkripcijskih regulatorjev za uravnavanje prepisovanja genov v sesalskih celicah.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
3.1.3 Raztopine in pufri ............................................................................................. 15 
3.1.4 Komercialni kompleti ....................................................................................... 16 
3.1.5 Plazmidi ............................................................................................................. 16 
3.1.5.1 pcDNA3 .......................................................................................................... 16 
3.1.5.2 pGL4.16 .......................................................................................................... 17 
3.1.5.3 phRL-TK ......................................................................................................... 18 
3.1.6 Restrikcijski encimi .......................................................................................... 18 
3.1.7 Organizmi .......................................................................................................... 19 
3.1.7.1 Bakterijski sevi ............................................................................................... 19 
3.1.7.2 Celične kulture ................................................................................................ 19 
3.1.8 Gojišča ............................................................................................................... 19 
3.2 METODE ................................................................................................................... 19 
3.2.1 Priprava gojišč .................................................................................................. 19 
3.2.1.1 Gojišča za bakterije ......................................................................................... 19 
3.2.1.2 Gojišča za celične kulture ............................................................................... 20 
3.2.2 Sterilizacija steklovine in gojišč ...................................................................... 20 
3.2.3 Molekularno kloniranje ................................................................................... 20 
3.2.3.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) ............................................................. 20 
3.2.3.2 Agarozna gelska elektroforeza ........................................................................ 21 
3.2.3.3 Čiščenje DNA fragmentov iz agaroznega gela ............................................... 21 
3.2.3.4 Lepljenje po Gibsonu ...................................................................................... 21 
3.2.3.5 Restrikcija ....................................................................................................... 22 
3.2.3.6 Ligacija ........................................................................................................... 23 
3.2.3.7 Transformacija kompetentnih celic................................................................. 23 
3.2.3.8 Izolacija plazmidne DNA ............................................................................... 24 
3.2.3.9 Določitev nukleotidnega zaporedja ................................................................ 24 
3.2.4 Delo s celičnimi kulturami ............................................................................... 24 
3.2.4.1 Gojenje celic ................................................................................................... 24 
3.2.4.2 Štetje in nacepljanje celic................................................................................ 24 
3.2.4.3 Transfekcija celic ............................................................................................ 25 
3.2.5 Merjenje luciferazne aktivnosti ....................................................................... 25 
VII 
Verbič A. Uporaba umetnih transkripcijskih regulatorjev za uravnavanje prepisovanja genov v sesalskih celicah.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
4 REZULTATI ................................................................................................................... 26 
4.1 VPLIV VEZAVE TAL EFEKTORJA V BLIŽINO GAL4 AKTIVATORJA .......... 26 
4.1.1 Aktivacija transkripcije z Gal4 aktivatorjem ................................................ 26 
4.1.2 Vezava TALE-A in TALE-B proteinov v bližino Gal4:VP16 aktivatorja .. 27 
4.1.3 Vezava Gal4 proteina v bližino TALE aktivatorjev ...................................... 29 
4.1.4 Istočasna vezava TALE-A in TALE-B v bližino Gal4 aktivatorja .............. 30 
4.2 VPLIV VEZAVE TAL EFEKTORJEV V BLIŽINO ZIF268 AKTIVATORJA ..... 31 
4.2.1 Učinkobvitost aktivacije Zif268 aktivatorja .................................................. 31 
4.2.2 Vezava TALE-A in TALE-B proteinov v bližino Zif268:VPR aktivatorja . 32 
4.2.3 Vezava Zif268 proteina v bližino TALE aktivatorjev ................................... 34 
4.2.4 Istočasna vezava TALE-A in TALE-B v bližino Zif268 aktivatorja ........... 35 
4.3 VPLIV RAZLIKE MED TALE-A IN TALE-B PROTEINOMA ............................. 36 
5 RAZPRAVA .................................................................................................................... 38 
5.1 VPLIV VEZAVE TALE PROTEINOV V BLIŽINO PROTEINA GAL4 ............... 38 
5.2 VPLIV VEZAVE TALE PROTEINOV V BLIŽINO PROTEINA ZIF268 ............. 40 
5.3 PREDLOGI ZA NADALJNJE DELO ...................................................................... 41 
5.4 POTENCIALNE APLIKACIJE VPLIVA TALE PROTEINOV NA NADZOR 
TRANSKRIPCIJE Z DRUGIMI PROTEINI ....................................................................... 42 
6 SKLEPI ........................................................................................................................... 43 





Verbič A. Uporaba umetnih transkripcijskih regulatorjev za uravnavanje prepisovanja genov v sesalskih celicah.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
KAZALO PREGLEDNIC 
Preglednica 1: Uporabljena laboratorijska oprema, navedena skupaj s proizvajalcem ............ 14 
Preglednica 2: Uporabljene kemikalije, navedene skupaj s proizvajalcem .............................. 15 
Preglednica 3: Spisek raztopin in pufrov, uporabljenih v tej nalogi, skupaj z njihovo sestavo 15 
Preglednica 4: Uporabljeni komercialni kompleti, navedeni skupaj s proizvajalcem .............. 16 
Preglednica 5: Uporabljeni plazmidni vektorji, skupaj z navedenimi proizvajalci .................. 16 
Preglednica 6: Uporabljeni restrikcijski encimi, skupaj z prepoznavalnimi mesti in proizvajalci
 .................................................................................................................................................. 18 
Preglednica 7: Uporabljeni bakterijski sevi .............................................................................. 19 
Preglednica 8: Uporabljene celične linije ................................................................................. 19 
Preglednica 9: Sestava uporabljenih gojišč .............................................................................. 19 
Preglednica 10: Sestava reakcijske mešanice za verižno reakcijo s Kapa HiFi DNA polimerazo
 .................................................................................................................................................. 20 





Verbič A. Uporaba umetnih transkripcijskih regulatorjev za uravnavanje prepisovanja genov v sesalskih celicah.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
KAZALO SLIK 
Slika 1: Vrste DNA vezavnih domen (Weaver, 2011) ............................................................... 4 
Slika 2: Struktura Zif268 proteina (Klug, 2010; Elrod-Erickson in sod., 1996) ........................ 5 
Slika 3: Struktura na DNA-vezanega proteina Gal4, v dveh orientacijah (Marmorstein in sod., 
2012) ........................................................................................................................................... 6 
Slika 4: Sestava TAL proteina (Mak in sod., 2013) ................................................................... 7 
Slika 5: Zgradba TAL efektorjev (Doyle in sod., 2013; Mak in sod., 2013) ............................. 7 
Slika 6: Shema iskanja vezavnega mesta z olajšano difuzijo (Hager in sod., 2009) .................. 9 
Slika 7: Mehanizem alosterije DNA (Kim in sod., 2013) ........................................................ 11 
Slika 8: Olajšana disociacija (Hadizadeh in sod., 2016; Kamar in sod., 2017). ....................... 12 
Slika 9: Shema plazmidnega vektorja pcDNA3 (Invitrogen, 2016) ......................................... 17 
Slika 10: Shema plazmidnega vektorja pGL4.16 (Promega 2016a) ........................................ 17 
Slika 11: Shema plazmidnega vektorja phRL-TK (Promega 2016b) ....................................... 18 
Slika 12: Shema postopka lepljenja po Gibsonu (Vornholt, 2015) .......................................... 22 
Slika 13: Shema luciferaznega reporterskega plazmida. .......................................................... 26 
Slika 14: Testiranje delovanja Gal4:VP16 aktivatorja. ............................................................ 27 
Slika 15: Vpliv vezave TALE-A in TALE-B proteinov v bližino Gal4:VP16 aktivatorja glede 
na razdaljo in orientacijo med vezavnimi mesti. ...................................................................... 28 
Slika 16: Vpliv vezave Gal4 proteina v bližino TALE aktivatorjev glede na razdaljo in 
orientacijo med vezavnimi mesti. ............................................................................................. 30 
Slika 17: Istočasna vezava TALE-A in TALE-B v bližino Gal4 aktivatorja. .......................... 31 
Slika 18: Delovanje Zif268:VP16 (a) in Zif268:VPR (b) aktivatorjev. ................................... 32 
Slika 19: Vpliv vezave TALE-A in TALE-B proteinov v bližino Zif268:VPR aktivatorja glede 
na razdaljo in orientacijo med vezavnimi mesti. ...................................................................... 33 
Slika 20: Vpliv vezave Zif268 proteina v bližino TALE aktivatorjev glede na razdaljo in 
orientacijo med vezavnimi mesti.. ............................................................................................ 35 
Slika 21: Istočasna vezava TALE-A in TALE-B v bližino Zif268:VPR aktivatorja.. ............. 36 
Slika 22: Vpliv razlike med TALE proteinoma na reporterskih plazmidih z 0 bp  in 20 bp 
vmesniki med vezavnimi mesti.. .............................................................................................. 37 
 
X 
Verbič A. Uporaba umetnih transkripcijskih regulatorjev za uravnavanje prepisovanja genov v sesalskih celicah.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
KAZALO PRILOG 
 
Priloga A: DNA konstrukti uporabljeni v tej nalogi 









Verbič A. Uporaba umetnih transkripcijskih regulatorjev za uravnavanje prepisovanja genov v sesalskih celicah.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
% (w/v) masno-volumski odstotek 
bHLH DNA vezavna domena vijačnica-zanka-vijačnica (ang. »helix-loop-
helix«) 
bp  bazni par 
bZIP DNA vezavna domena levcinska zadrga 
CMV  citamegalovirusni promotor 
DBD  DNA vezavna domena (ang. »DNA binding domain«) 
dH2O destilirana voda 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
DMSO  dimetilsulfoksid 
DMEM medij za gojenje celične linije HEK293T (ang. »Dulbecco's Modified 
Eagle's medium«) 
DTT ditiotreitol 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
FBS serum govejega zarodka (ang. »fetal bovine serum«) 
fLuc   gen za kresničkino luciferazo 
GTF   splošni transkripcijski faktorji (ang. »general transcription factors«) 
HTH DNA vezavna domena vijačnica-zavoj-vijačnica (ang. »helix-turn-
helix«) 
kb kilobazni par 
LD   nanašalno barvilo za uporabo v nanašalnem pufru (ang. »loading dye«) 
mRNA informacijska RNA 
MQ filtrirana in deionizirana voda 
NLS   signalna sekvenca za prehod proteina v jedro celice (ang. »nuclear 
localization signal«) 
PBS fosfatni pufer (ang. »phosphate buffer saline«) 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. »polymerase chain reaction«) 
Pmin minimalni promotor RNA polimeraze II 
RLE   relativne luciferazne enote 
rLuc Renilla luciferaza 
RNA ribonukleinska kislina 
RVD   ostanek ki variira z ponovitvijo (ang. »repeat variable diresidue«) 
spc   vmesnik (ang. »spacer«) 
Tm talilna temperatura (ang. »melting temperature«) 
UV ultravijolično sevanje 
VP16 aktivatorska domena herpes simplex virusnega proteina 16 (ang. 
»virion protein 16«) 
VPR sintetična aktivatorska domena 
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1 UVOD  
Genom bakterije E. coli sestavlja približno 4000 genov, medtem ko je pri človeku ta številka 
mnogo večja in se giblje okoli 25000 genov. Produkti nekaterih izmed teh genov so nujni za 
pravilno delovanje vsake izmed celic v organizmu. Te gene imenujemo vzdrževalni geni (ang. 
»housekeeping genes«) in se v celicah izražajo konstitutivno. Za produkte večine genov je 
značilno, da se njihove koncentracije med različnimi tipi celic razlikujejo ali pa se spreminjajo 
s časom zaradi zunanjih ali notranjih dejavnikov. Nastanek funkcionalnega produkta gena v 
evkariontskih celicah je proces, ki je kontroliran na več ravneh: na ravni prepisa DNA v RNA, 
posttranskripcijskih modifikacijah mRNA, stabilnosti mRNA, translacije mRNA v protein, 
posttranslacijskih modifikacijah in stabilnosti proteina ter na ravni njegovega transporta 
(Nelson in Cox, 2013). Pomemben del nadzorovanja izražanja genov se odvija pri prvem 
koraku, prepisu (transkripciji) DNA v RNA. Iniciacija transkripcije je kompleksen proces, ki 
za nastanek preiniciacijskega kompleksa v promotorski regiji zahteva sodelovanje splošnih 
transkripcijskih faktorjev (ang. »general transcription factors«; GTF). Ti posredno ali 
neposredno stopajo v interakcije z RNA polimerazo II in ji pomagajo pri pravilni namestitvi, 
odvijanju in razprtju DNA verige in začetku sinteze RNA. Splošni transkripcijski faktorji so za 
iniciacijo transkripcije nujno potrebni, vendar sami po sebi ne inducirajo visoke ravni izražanja 
genov. Višje ravni izražanja genov celica doseže z vezavo DNA-vezavnih proteinov, 
imenovanih transkripcijski aktivatorji navzgor od promotorske regije (Weaver, 2011). 
1.1 RAZISKOVALNI PROBLEM 
V zadnjih letih so raziskovalci odkrili več načinov za izgradnjo DNA-vezavnih proteinov, ki 
jih lahko načrtujemo tako, da se vežejo na poljubno mesto v DNA. Ta odkritja so še posebej 
zanimiva na področju sintezne biologije, saj načrtovani DNA-vezavni proteini omogočajo 
pripravo velikega števila novih elementov za izgradnjo umetnih genskih omrežij. Do danes so 
bili takšni elementi že uporabljeni za urejanje genoma (Sander in sod., 2014; Gaj in sod., 2013; 
Cheng in sod., 2013; Ran in sod., 2013), gradnjo logičnih regulatornih elementov in 
kompleksnih genskih mrež (Gaber in sod., 2014; Brophy in sod., 2014; Yinqing in sod., 2015), 
ter za nadzorovanje izražanja endogenih genov celice (Tremblay in sod., 2012; Maeder in sod., 
2013; Qi in sod., 2013). Za nadzor izražanja genov DNA-vezavni del proteina genetsko spojimo 
z efektorsko domeno za aktivacijo oziroma represijo transkripcije. S tarčno vezavo fuzijskega 
proteina v bližino promotorske regije izbranega gena lahko tako vplivamo na njegovo izražanje. 
Poznamo več različnih aktivatorskih domen, ki lahko inducirajo različne ravni izražanja genov, 
medtem ko je izbira represorjev veliko manjša in hkrati omejena na domene za utišanje 
kromatina (npr. domena KRAB), ki lahko delujejo tudi na 15000-20000 bp oddaljene gene – 
posledično imajo slabo tarčno specifičnost (Groner in sod., 2010). Eden izmed možnih 
pristopov k utišanju poljubnih genov bi bila preprečitev vezave endogenih aktivatorjev ali GTF, 
kar bi omogočilo zmanjšanje izražanja gena na bolj tarčno specifičen način. Takšni elementi bi 
imeli velik potencial za uporabo kot terapevtska sredstva pri boleznih, pri katerih je vzrok za 
bolezensko stanje prevelika raven izražanja določenih genov. 
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1.2 CILJ MAGISTRSKEGA DELA IN DELOVNE HIPOTEZE 
Cilj pričujoče magistrske naloge je preveriti vpliv vezave TAL efektorjev v bližino drugih DNA 
vezavnih proteinov s pomočjo spremljanja izražanja poročevalskih genov v sesalskih celicah. 
Preverjali bomo vpliv vezave TAL efektorjev v bližino vezanega cinkovega prsta Zif268 ter 
proteina Gal4. 
Predvidevamo, da: 
 bo imela vezava TAL efektorja v neposredno bližino drugih DNA vezavnih proteinov 
inhibitoren vpliv na njihovo vezavo 
in 
 da se bo vpliv vezave TAL efektorja v bližino drugega DNA vezavnega proteina 
zmanjševal s povečevanjem razdalje med vezavnima mestoma obeh proteinov. 
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2 PREGLED OBJAV  
2.1 TRANSKRIPCIJSKI FAKTORJI EVKARIONTOV 
Transkripcijski aktivatorji so jedrni proteini, zgrajeni iz dveh ključnih funkcionalnih domen – 
DNA-vezavne domene in efektorske domene. DNA-vezavna domena omogoča vezavo na DNA 
elemente, imenovane »enhancerji«, ki so običajno locirani navzgor od promotorske regije gena. 
Efektorska domena transkripcijskega aktivatorja preko mediatorja interagira z elementi 
iniciacijskega kompleksa RNA polimeraze II ter omogoči ali olajša njegovo sestavljanje in 
vezavo na promotorsko mesto (Weaver, 2011). 
2.1.1 DNA vezavne domene 
Vsaka DNA vezavna domena je sestavljena iz DNA vezavnih motivov s karakteristično obliko 
in lastnostmi, ki ji omogočajo specifično vezavo na DNA.  
Homeodomene so po strukturi in funkciji podobne bakterijskim HTH motivom (vijačnica-
zavoj-vijačnica; ang. »helix-turn-helix«). Vsaka domena vsebuje tri alfa vijačnice, prva in tretja 
vijačnica tvorita motiv vijačnica-zavoj-vijačnica, tretja vijačnica pa se specifično veže na DNA. 
N-terminalni konec proteina tvori ročico, ki se vstavi v mali žleb DNA. Homeodomene imajo 
same po sebi zelo šibko DNA specifičnost, pri njihovi vezavi pa pogosto sodelujejo drugi 
proteini ki povečajo specifičnost in moč vezave homeodomene (Slika 1a) (Weaver, 2011). 
Levcinske zadrge (bZIP) so domene, zgrajene iz dveh polipeptidov alfa vijačnic, ki tvorita 
dimer. Monomera imata karakteristično hidrofobno stran polipeptidne vijačnice, kar jima 
omogoča dimerizacijo in tvorbo proteinske »zadrge«. Slednja objame DNA verigo in približa 
bazične aminokisline na N koncu alfa vijačnice velikemu žlebu DNA, kar omogoči specifične 
interakcije in vezavo na DNA (Slika 1b) (O`Shea in sod., 1991). Domene bHLH (vijačnica-
zanka-vijačnica; ang. »helix-loop-helix«) so podobne bZIP domenam v tem, da vijačnici v 
proteinu tvorita podoben dimer in strukturo zadrge, ki objame DNA verigo. (Slika 1c) Cinkovi 
prsti so zelo pogoste domene v DNA vezavnih proteinih. Ime so dobile po cinkovem ionu, ki 
je sestavni del domene in ki z vezavo na beta ploskev in del alfa vijačnice stabilizira značilno 
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Slika 1: Vrste DNA vezavnih domen (a) Shema kompleksa homeodomena-DNA. Prepoznavalna vijačnica leži v 
velikem žlebu DNA, prikazana v rdeči barvi, N konec proteina pa je položen v mali žleb DNA.  (b) Kristalna 
struktura domene levcinske zadrge vezane na svojo DNA tarčo (c) Struktura  kompleksa med bHLH domeno in 
DNA (d) Struktura kompleksa med Zif268 (proteina s tremi cinkovimi prsti) in DNA (Weaver, 2011) 
V eksperimentalnem delu naloge smo preučevali Zif268, Gal4 (oba z cinkovimi prsti kot DNA 
vezavnimi domenami) in TALE proteine, ki so podrobneje opisani v nadaljevanju uvoda. 
2.1.1.1 Cinkovi prsti 
Veliko število različnih proteinov lahko veže atome cinka, največkrat za potrebe katalize, v 
proteinih cinkovih prstov pa atomi cinka delujejo kot strukturni stabilizatorji. Vezava cinka 
stabilizira strukturo proteinov, kar omogočanje namestitev alfa vijačnice v veliki žleb, kjer ta 
tvori specifične povezave z DNA (Krishna in sod., 2003). Kljub majhnosti so cinkovi prsti zelo 
raznoliki – razdelimo jih lahko v najmanj 8 strukturnih skupin, funkcionalno pa jih lahko 
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razdelimo med DNA-vezavne domene, domene za vezavo majhnih ligandov in domene za 
vezavo drugih proteinov. Cinkovi prsti z zmožnostjo vezave na DNA spadajo v tri strukturne 
skupine: skupini Cys2His2,  skupini Zn2/Cys6 in skupini violinskega ključa.  
Zif268 
Zif268 je sesalski transkripcijski faktor, ki nadzoruje izražanje genov, ki sodelujejo pri 
diferenciaciji in mitogenezi ter spada v Cys2His2 skupino cinkovih prstov. Cys2His2 skupina 
cinkovih prstov ima preprost ββα vzorec zvitja in vsebuje štiri ohranjene aminokisline (dva 
cisteina locirana na beta ploskvah in dva histidina na alfa vijačnici), ki omogočajo vezavo 
cinkovega atoma med alfa vijačnico in beta ploskvo in primerno zvitje proteina. (Slika 2a) 
Cys2His2 cinkovi prsti se vežejo v veliki žleb DNA preko interakcij z N´ terminalnim koncem 
alfa vijačnice. Specifična vezava je dosežena preko interakcij stranskih verig na mestih -1, 3, 6 
alfa vijačnice s tremi zaporednimi bazami (tripletom) v DNA verigi. Beta ploskvi v proteinu se 
vežeta na ogrodje DNA in pomagata pri pravilni namestitvi alfa vijačnice v veliki žleb. Poleg 
interakcij s »primarno« verigo DNA protein interagira tudi z drugo verigo z aminokislinskim 
ostankom na mestu 2. alfa vijačnice (Slika 2b) (Klug, 2010) Zif268 je sestavljen iz treh 
zaporednih cinkovih prstov, ki se vežejo na skupno konsenzno zaporedje GCG GGT GCG. Pri 
vezavi na DNA se cinkovi prsti proteina vežejo v veliki žleb DNA, celoten protein pa se zvije 
v zavoj in prilagodi obliki DNA dvojne vijačnice. Vsi trije cinkovi prsti se približajo DNA pod 
istim kotom, tako da so interakcije med proteinom in DNA pri vseh treh prstih zelo podobne 
(Slika 2c) (Elrod-Erickson in sod., 1996).  
 
Slika 2: Struktura Zif268 proteina (a) struktura Cys2His2 cinkovega prsta, (b) shema interakcij med tremi cinkovimi 
prsti Zif268 proteina in DNA (Klug, 2010), (c) kompleks  Zif268-DNA, trije cinkovi prsti so obarvani rdeče, 
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Gal4 
Gal4 je protein kvasovk, kjer deluje kot aktivator transkripcije genov za pretvorbo galaktoze v 
glukozo (Fischer in sod., 1988). Na DNA se veže kot simetrični homodimer s konsenznim 
zaporedjem CGG-N11-CCG. Sestavljen je iz DNA-vezavnega motiva, povezovalne regije in 
dimerizacijske regije (Slika 3). N-terminalna DNA-vezavna domena spada v skupino  Zn2Cys6 
cinkovih prstov in je zgrajena iz dveh alfa vijačnic, ki vežeta dva cinkova atoma preko šestih 
cisteinskih ostankov.  Prva alfa vijačnica se veže v veliki žleb DNA, kjer specifično prepozna 
tri zaporedne baze, druga alfa vijačnica pa sodeluje pri interakcijah z DNA ogrodjem. 
Amfipatična alfa vijačnica na C-terminalnem koncu proteina predstavlja dimerizacijsko 
domeno, dve alfa vijačnici ob dimerizaciji tvorita obvito vijačnico (ang. »coiled coil«). DNA 
vezavni motiv in dimerizacijsko domeno povezuje 8 aminokislin dolg nestrukturiran 
povezovalni element (Marmorstein in sod., 1992). 
 
 
Slika 3: Struktura na DNA-vezanega proteina Gal4, v dveh orientacijah (Marmorstein in sod., 2012). DNA verigi 
sta v rumeni in zeleni barvi, protein v modri. 
2.1.1.2 TAL efektorji 
TAL efektorji (ang. »transcription activatior-like effectors«) so transkripcijski aktivatorji, ki jih 
patogene bakterije rodu Xanthomonas s pomočjo tip III sekrecijskega sistema dostavijo v 
rastlinsko celico, kjer delujejo kot aktivatorji specifičnih rastlinskih genov in pomagajo 
bakteriji pri infekciji rastline (Boch in Bonas, 2010). Sestavljeni so iz tipa III sekrecijskega 
signala na N-terminalnem koncu proteina, osrednje DNA-vezavne regije, signalne sekvence za 
prehod proteina v jedro celice (NLS, ang. »nuclear localization signal«) in aktivacijske domene 
na C-terminalnem koncu proteina (Slika 4). Osrednja DNA-vezavna regija je zgrajena iz 34 
aminokislin dolgih tandemskih ponovitev, ki se med seboj razlikujejo le v aminokislinah na 12. 
in 13. mestu. Ti dve aminokislini  vzpostavita kontakt z enim nukleotidom po ključu HD=C, 
NG=T, NN=G, NI=A, imenujemo pa ju ostanka, ki variirata s ponovitvijo (RVD, ang. »repeat 
variable diresidue«).  
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Slika 4: Sestava TAL proteina (Mak in sod., 2013) 
Dobro znan in preprost način prepoznavanja DNA zaporedja in enostavna modularna zgradba 
DNA-vezavne regije omogoča izgradnjo TAL efektorjev, ki se vežejo na poljubno zaporedje 
DNA (Doyle in sod, 2013; Deng in sod, 2012). Pred prvo tandemsko ponovitvijo v DNA 
vezavni regiji se nahajajo najmanj 2 kriptični ponovitvi na mestih 0 in -1, ki določata specifično 
vezavo tega dela proteina na timin, kar nekoliko omeji izbiro tarčnega zaporedja proteina. 
DNA-vezavna regija se zaključi s polovično ponovitvijo (ang. »half repeat«), ki še vsebuje 
RVD in obdrži enako funkcijo kot prejšnje ponovitve (Slika 4) (Mak in sod., 2013). 
Strukturno je vsaka ponovitev zgrajena iz dveh alfa vijačnic,  povezanih z zanko, ki vsebuje 
RVD (Slika 5a). Prvi aminokislinski ostanek v RVD (ostanek 12) vzpostavi kontakt s prvo alfa 
vijačnico in stabilizira obliko zanke, medtem ko drugi ostanek (ostanek 13) vzpostavi bazno-
specifičen kontakt z DNA. Posamezne ponovitve se povežejo v desnosučni superheliks, ki se 
ovije okoli DNA dvojne vijačnice znotraj velikega žleba in pri vezavi ne spremeni B-oblike 
DNA (Sliki 5b in 5c) (Mak in sod., 2012). 
 
Slika 5: Zgradba TAL efektorjev. (a) struktura treh ponovitev DNA vezavne regije TAL proteina (v modri, rdeči 
in zeleni barvi) in njihove interakcije z DNA (Doyle in sod., 2013) (b in c) kristalna struktura DNA vezavne 
domene PthXo1 TAL efektorja vezanega na DNA, v dveh orientacijah (Mak in sod., 2013) 
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2.1.2 Efektorske domene 
2.1.2.1 Aktivatorske domene 
Ena izmed najpogosteje uporabljanih aktivacijskih domen v sintezni biologiji je domena VP16, 
ki izvira iz virusnega proteina VP16 herpes simplex virusa I (HSV-1). Domena VP16 inducira 
iniciacijo transkripcije tako, da olajša sestavljanje RNAP II preiniciacijskega kompleksa skozi 
interakcije z različnimi GTFji (TFIIB, TFIIH, TBP in TAF). Poleg interakcij s proteini pre-
iniciacijskega kompleksa ta domena interagira tudi z deli mediatorskega kompleksa in histon 
acetiltransferazami (Herrera in Triezenberg, 2014; Hall, 2002). Druga pogosto uporabljena 
aktivacijska domena je VP64, ki je zgrajena iz štirih ponovitev VP16 aktivacijske domene, 
povezane z glicin-serin povezovalci in je zmožna nekajkrat višje aktivacije transkripcije v 
primerjavi z VP16 (Beerli in sod., 1998). Ena najmočnejših sintetičnih domen za aktivacijo 
transkripcije je sestavljena domena VPR, pripravljena s kovalentno fuzijo treh različnih 
aktivacijskih domen – že prej omenjene domene VP64, aktivacijske domene človeškega 
transkripcijskega faktorja p65 in aktivacijske domene transkripcijskega faktorja Epstein-Barr 
virusa, Rta (Chavez in sod., 2015).  
2.1.2.2 Represorske domene 
Mehanizme represije transkripcije v sesalskih celicah lahko v grobem razdelimo v tri kategorije: 
inhibicijo funkcije transkripcijskih faktorjev, inhibicijo delovanja GTF-jev in izgradnje pre-
iniciacijskega kompleksa ter preoblikovanje kromatina (Gaston in Jayaraman, 2003). Pri 
načrtovanju umetnih transkripcijskih represorjev so v uporabi predvsem domene za 
preoblikovanje kromatina. Te domene delujejo tako, da rekrutirajo encime kot so histon 
deacetilaze (HDAC), histon metilaze (HMT) in DNA metil transferaze, ki lokalno preoblikujejo 
DNA v bolj kompaktno in transkripcijsko manj aktivno heterokromatinsko obliko. Trenutno je 
v sintezni biologiji v uporabi več različnih represorskih domen, na primer WPRW domena 
proteina Hes1, CS domena proteina HP1α in ena izmed bolj učinkovitih, KRAB domena 
proteina Kox1(La Russa in sod., 2015; Cong in sod., 2012).  
2.2 DINAMIKA VEZAVE DNA VEZAVNIH PROTEINOV 
Vezavno mesto nekega DNA vezavnega proteina s specifično vezavo predstavlja zelo majhen 
delež celotne DNA v jedru. Naključno iskanje tarčnega vezavnega mesta podrejeno difuziji 
proteina skozi celično jedro bi bil prepočasen proces za robustno odzivanje celice na razne 
fiziološke signale (Halford in Marko, 2004). Proteini najdejo svoje DNA vezavno mesto s 
hitrejšim procesom t.i. olajšane difuzije (ang.  »facilitated diffusion«), ki združuje difuzijo in 
iskanje vezavnega mesta z drsenjem po DNA verigi (Slika 6). Proces se začne z difuzijo 
proteina po celičnem jedru, ki je sam po sebi dokaj hiter proces – celotno dolžino jedra lahko 
prepotuje v nekaj sekundah in celoten volumen v nekaj minutah (Hager in sod., 2009). Ob 
naključnem premikanju po jedru protein trči ob molekulo DNA, na katero se šibko veže. Če ta 
vezava ni tarčna, bo protein začel potovati vzdolž DNA v iskanju pravilnega zaporedja. Po 
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kratki imobilizaciji protein disociira z DNA ter se z difuzijo premakne na drug del DNA, kjer 
se znova šibko veže in ponovi lokalno iskanje (Gorman in Greene, 2008). Čas med vezavnimi 
dogodki je zelo kratek, v rangu 50-250 ms, kar pomeni da so DNA vezavni proteini v jedru 
večino časa vezani na DNA, četudi na ne-tarčna mesta (Elf in sod., 2007; Hager in sod., 2009). 
Podatkov o tem, koliko časa ostanejo proteini vezani na svoje tarčno mesto je malo ali pa so 
slabe kvalitete. Večina do sedaj preučenih transkripcijskih faktorjev ima vezavni čas nižji od 
30-120 sekund, vendar pa nekateri kažejo veliko bolj stabilno vezavo (Hager in sod., 2009).   
 
Slika 6: Shema iskanja vezavnega mesta z olajšano difuzijo. Protein (v vijolični barvi) se šibko veže na naključen 
del DNA (levi del slike), kjer nadaljuje enodimenzionalno iskanje po DNA preko drsenja in lokalnega skakanja 
(desni del slike). Pri premiku čez tarčno zaporedje se specifično veže, čas vezave pa je odvisen od vrste proteina 
in pogojev njegovega okolja. Po tem času protein difundira v okolico ali pa nadaljuje z enodimenzionalno difuzijo 
po DNA. Prirejeno po Hager in sod., 2009. 
2.3 INTERAKCIJE MED DNA VEZAVNIMI PROTEINI  
2.3.1 Tekmovanje DNA vezavnih proteinov za vezavo na ista ali prekrivajoča se 
zaporedja 
Tekmovanje za vezavo proteinov na DNA je dokaj pogost mehanizem nadzora iniciacije 
transkripcije. Hare in sod. (2008) so odkrili, da so v genomu Drosophile melanogaster 
prekrivajoča vezavna mesta izjemno ohranjeni elementi, kar nakazuje na pomembnost 
kompetitivnih interakcij med DNA vezavnimi proteini za transkripcijsko regulacijo. Primer 
take interakcije je v razvoju zarodka, ko tekmovanje med vezavnima proteinoma gt in Kr določi 
strukturo črt na trupu živali (Stanojevic in sod., 1991) Znanih je tudi več primerov tekmovanja 
za DNA vezavna mesta v sesalskih celicah. Xu in sod. (1993) so pokazali, da kompleks T3R z 
vezavo na vezavno mesto aktivatorja Sp1 v promotorski regiji gena človeškega epidermijskega 
rastnega faktorja (EGFR) inhibira aktivacijo transkripcije tega gena. Človeška prenašalca 
celičnega signala NF-κB in STAT3 imata prav tako prekrivajoči DNA vezavni mesti, kar jima 
omogoča medsebojen nadzor v procesu aktivacije genov, ki sodelujejo pri vnetnemu odzivu 
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(Zhang in Fuller, 1997). Še en primer je GC faktor (GCF) ki se veže na kratko GC bogato 
zaporedje in tekmuje za vezavo z različnimi transkripcijskimi aktivatorji genov rastnih 
faktorjev in njihovih receptorjev (EGFR, TGFα, HGFR, IGF-2). Tako deluje kot širši regulator 
rasti, raziskovalci pa so pokazali, da lahko s povišano ekspresijo GCF vplivajo na rast nekaterih 
rakavih celic (Kageyama in Pastan, 1989; Kitadai in sod., 1993). E2 transkripcijski faktor virusa 
HPV tekmuje za vezavno mesto na E6 virusnem promotorju s transkripcijskim aktivatorjem 
Sp1, kar omogoča natančen nadzor hitrosti pomnoževanja virusa (Tan in sod., 1994). 
Ker lahko pripravimo načrtovane DNA vezavne proteine za vezavo na katerokoli DNA 
zaporedje, lahko pripravimo tudi umetne transkripcije regulatorje, ki tekmujejo za vezavo z 
naravnimi transkripcijskimi faktorji. Werner in sod. (2014) so preučevali tekmovanje za vezavo 
prokariontskega transkripcijskega represorja TetR in načrtovanega TALE proteina na isto 
DNA-vezavno zaporedje (operator tetO). TALE protein se je preferenčno vezal na tetO in tako 
zmanjšal aktivnost TetR aktivatorja za faktor 20. Raziskovalci so nadalje preučili kakšen je 
vpliv istega TALE proteina, ki se veže na tetO mesto locirano blizu TATA zaporedja znotraj 
sintetičnega CMV promotorja. Vezavno mesto TALE proteina se je prekrivalo z vezavnimi 
mesti nekaterih proteinov pre-iniciacijskega kompleksa, njegova vezava pa je zmanjšala 
transkripcijsko aktivacijo za 90 %. 
2.3.2 Kooperativna vezava na DNA 
Kooperativna vezava transkripcijskih faktorjev je v sesalskih organizmih zelo pogosta 
(Stefflova in sod., 2013). Nekateri DNA-vezavni proteini vsebujejo dimerizacijske regije, ki 
omogočajo povezovanje dveh enakih proteinov. Posledica dimerizacije je efektivna podvojitev 
kontaktov homodimera z DNA, kar lahko poveča afiniteto vezave za faktor štiri. Primer takega 
proteina je zgoraj opisani protein Gal4 (Alberts in sod., 2014). Mehanizem kooperativne vezave 
lahko najdemo tudi med neenakimi proteini, kjer vsak protein v paru preko direktnih interakcij 
stabilizira vezavo drugega proteina na DNA (Stefflova in sod., 2013; Lelli in sod., 2012). 
Eisbacher in sod. (2003) so pokazali, da vezava GATA-1 transkripcijskega faktorja v bližino 
Fli-1 transkripcijskega faktorja poveča njegovo vezavo za faktor 26, ter da je ta sinergija 
posledica direktnih stikov med proteinoma. Kim in sod. (2006) so pokazali, da je kooperativna 
vezava med Fos-Jun heterodimerom in Ews-Fli1 transkripcijskom faktorjem zaslužna za 
povečano izražanje uridin fosforilaze, kar v nekaterih primerih lahko vodi do razvoja 
Ewingovegova sarkoma. Poleg direktne kooperativnosti, kjer pride do pojava sinergije vezave 
dveh transkripcijskih faktorjev zaradi neposrednih interakcij med proteinoma, so raziskovalci 
opisali tudi indirektno kooperativnost, kjer kontakt med proteinoma ni potreben. DNA-vezavni 
proteini težko dostopajo do mest na delih DNA, ki je ovita okoli nukleosomov. Mirny in sod. 
(2010) so pokazali, da lahko več DNA-vezavnih proteinov hkrati, brez medsebojnih proteinskih 
interakcij, tekmuje z vezavo na DNA z nukleosomom in povzroči delno odvitje DNA iz 
nukleosoma ali celo njegovo popolno odcepitev. Stefflova in sod. (2013) domnevajo, da velik 
delež v sesalskih organizmih najdenih gruč vezavnih mest za transkripcijske faktorje služi 
nadzoru preko mehanizma indirektne kooperativnosti pri izpodrivanju nukleosomov. Barkal in 
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sod. (2016) so izkoristili ta pojav in pokazali, da je možno z vezavo dCas9 proteina v 
transkripcijsko zaprte regije DNA omogočiti lokalno odprtje kromatina in dostop endogenih 
transkripcijskih faktorjev do DNA. 
2.3.3 Alosterija DNA 
Poleg direktnih proteinskih interakcij med DNA vezavnimi proteini lahko ti interagirajo med 
sabo tudi indirektno preko mehanskih lastnosti DNA. Kim in sodelavci (2013) so preučevali 
vpliv razdalje med dvema DNA vezavnima proteinoma na njihovo vezavo. Na primeru 
vezavnih proteinov BamHI in GRDBD (DNA vezavna domena glukokortikoidnega receptorja) 
so odkrili, da disociacijska konstanta GRDBD oscilira z razdaljo med proteinoma s 
periodičnostjo 10 bp, kar se sklada s heličnostjo DNA, po 15 bp pa oscilacija izzveni (Slika 7a). 
Podobne oscilacije so opazili tudi pri drugih parih proteinov (LacR/EcoRV in LacR/T7 RNAp), 
ki imajo različne velikosti, oblike, razporeditev naboja na površini in moč vezave na DNA. 
Oscilacije so bile neodvisne od ionske moči raztopine, kar je ovrglo možnost da so oscilacije 
posledica elektrostatskih interakcij med proteinoma. Odkrili so, da je prisotnost zareze v DNA, 
nekomplementarnih baz, GC bogat odsek ali prisotnost DNA zanke inducira podobne 
oscilacije, kar kaže na ugotovitev, da so za alosteričen efekt zaslužne predvsem mehanske 
lastnosti DNA (Slika 7b).  
 
Slika 7: Mehanizem alosterije vezave proteinov na DNA. (a) Oscilacija disociacijske konstante GRDBD v 
odvisnosti od razdalje med proteinoma (b) oscilacija disociacijske konstante GRDBD  v odvisnosti od razdalje 
med proteinom in DNA zanko (Kim in sod., 2013) 
S simulacijo molekularne dinamike molekule DNA so pokazali, da se opažena oscilacija 
disociacijske konstante sklada z oscilacijo širine velikega žleba DNA, ki nastane, če v molekulo 
vstavimo rahlo nesimetrijo, npr. razklenemo verigo za 0,5 Å. Motnje, kot je razširitev velikega 
žleba DNA, se pojavijo tudi pri vezavi proteina v veliki žleb. Vezava proteina na DNA tako 
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spremeni širino velikega žleba, ta sprememba pa potem vpliva na termično inducirano 
nizkofrekvečno vibracijo DNA (ki je posledica vijačne strukture) tako, da se pojavi oscilirajoči 
profil širine velikega žleba vzdolž DNA. Posledično bo vezava proteina, ki z vezavo razširi 
veliki žleb, na mesto, kjer je ta že razklenjen, energetsko veliko bolj ugodna, kar pojasni 
oscilacijo disociacijske konstante (Kim in sod., 2013; Xu in sod., 2013). Drugi raziskovalci so 
pokazali, da se efekt alosterije skozi DNA pojavlja tudi v naravi kot dejavnik nadzora 
transkripcije (Merino in sod., 2015; Gueroult-Bellone in sod., 2017). 
2.3.4 Olajšana disociacija 
Do nedavnega je veljalo, da je disociacijska kinetika DNA-vezavnega proteina z DNA odvisna 
samo od interakcij znotraj kompleksa protein-DNA. Nedavno se je izkazalo, da temu ni tako in 
da ima velik vpliv na disociacijsko kinetiko lahko koncentracija prostega DNA vezavnega 
proteina v raztopini. Hadizadeh in sod. (2016) so opazovali vezavo bakterijskega proteina Fis s 
fuzijo z GFP na DNA v odvisnosti od koncentracije istega proteina brez fuzije z GFP v raztopini 
ex vivo. Ugotovili so, da se z višanjem koncentracije proteina v raztopini povečuje hitrost 
disociacije vezanega proteina in pojav poimenovali olajšana disociacija (ang. »facilitated 
dissociation«) (Slika 8a). Hitrost disociacije Fis-GFP proteina se je prav tako povečala, ob 
dodatku DNA-vezavnega proteina HU, ki se na DNA veže nespecifično. Kamar in sod. (2017) 
so isti pojav opisali na enem vezavnem mestu za Fis protein in pokazali, da se pojavi tudi pri 
monomernem transkripcijskem faktorju iz kvasovke s povsem drugačno strukturo kot Fis, 
NHP6A. Avtorji so pojav olajšanje disociacije razložili z mehanizmom, pri katerem se DNA 
vezavni protein delno odcepi od DNA in s tem omogoči delno vezavo proteina iz raztopine. 
Tako nastane nestabilen kompleks, ki se lahko stabilizira z vezavo proteina iz raztopine, vezavo 
prej vezanega proteina ali z odcepitvijo obeh proteinov iz DNA. (Slika 8b) Avtorji 
predvidevajo, da se lahko ta efekt pojavlja pri vsakem DNA vezavnemu proteinu, ki vzpostavi 
več kontaktov z DNA in je zmožen delne odcepitve od DNA. Predvidevajo, da je to splošen 
efekt in vivo, ki močno vpliva na dinamiko transkripcijskega nadzora v sesalskih celicah. 
 
Slika 8: Olajšana disociacija. (a) Koncentracijsko odvisna hitrost disociacije Fis-GFP proteina iz DNA (Hadizadeh 
in sod., 2016) (b) shematika predlaganega mehanizma delovanja olajšanje disociacije (Kamar in sod., 2017).  
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2.3.5 Molekularno izrivanje (ang. »molecular crowding«) 
Zasedenost DNA s proteini je zelo visoka, v prokariontskih genomih zasedajo proteini kar 30 % 
DNA, medtem ko je v evkariontskih genomih ta številka mnogo višja (Marcovitz in Levy, 
2013). Na evkariontsko DNA je v vsakem trenutku vezanih več vrst nepremičnih (nukleosomi, 
na tarčno DNA vezani transkripcijski faktorji …) in premičnih (transkripcijski faktorji, ki iščejo 
tarčo, RNA polimeraze…) proteinov, ki lahko delujejo kot ovire za proteine, ki iščejo tarčno 
zaporedje na DNA ali pa vplivajo na že vezane proteine. Molekularno izrivanje (ang. 
»molecular crowding«) na DNA je posledica nespecifičnih interakcij med proteini, ki potujejo 
po DNA in prihajajo v kontakt drug z drugim. McCormock in sod. (2012) so pokazali da vezava 
TetR zraven vezavnega mesta za LacI upočasni iskanje vezavnega mesta LacI proteina za faktor 
1,8. Avtorji  predvidevajo, da v tem primeru TetR deluje kot ovira za enodimenzionalno difuzijo 
LacI po DNA in tako prepreči prihod LacI na tarčno mesto  iz tiste strani, kjer je vezan TetR. 
Drugi raziskovalci so z matematičnimi modeli molekularnega izrivanja pokazali, da je efekt 
odvisen od vrste vezavnih proteinov. DNA vezavni proteini, ki so vezani na svoje tarčno mesto 
na DNA delujejo kot nepremične ovire in omejujejo enodimenzionalno difuzijo proteinov po 
DNA ter tako omejijo iskanje tarče na manjši odsek na DNA. Če je protein »ujet« na odseku, 
ki ne vsebuje tarčnega zaporedja bo tega večkrat pregledal, čas iskanja tarčnega zaporedja pa 
se bo podaljšal. Nasprotno, če je v odseku tarčno zaporedje, bo zaradi večjega števila prehodov 
tarča dosežena hitreje (Gomez in sod., 2016; Zabet in Adryan, 2013; Krepel in Levy, 2016). Ta 
efekt je najverjetneje bolj izrazit za proteine z nižjo disociacijsko konstanto, saj ti ostanejo dlje 
vezani na DNA in težje preskočijo oviro (Shvets in sod., 2016). Raziskovalci predvidevajo, da 
molekularno izrivanje z nepremičnimi ovirami tako prispeva k transkripcijski variabilnosti med 
celicami. Mobilne ovire na DNA, torej tisti proteini, ki se prosto gibljejo po DNA ali pa tisti, 
ki še iščejo vezavno mesto, imajo manjši vpliv na hitrost iskanja tarčnih zaporedij, ker se sami 
premikajo po DNA in tako ne omejujejo gibanja ostalih proteinov (Marcovitz in Levy, 2013; 
Schvets in sod., 2016)). Vendar pa je bilo pokazano, da lahko mobilne ovire skrajšajo čas 
vezave DNA vezavnih proteinov na DNA (Zabet in Adryan, 2013). 
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3 MATERIALI IN METODE  
3.1 MATERIALI 
V raziskavi smo uporabili laboratorijsko opremo, pufre, raztopine, kemikalije, plazmide in 
komercialne komplete navedene v sledečih preglednicah. 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Preglednica 1: Uporabljena laboratorijska oprema, navedena skupaj s proizvajalcem 
Proizvajalec Laboratorijska oprema 
Gorenje mikrovalovna pečica za pripravo agaroznih gelov 
Hoefer Scientific 
instruments 
vir napetosti za agarozno elektroforezo (PS 500X) 
Biometra Transiluminator (Ti 3) 
Eppendorf toplotni blok (ThermoMixer C), centrifuga mala (Minispin plus), 
avtomatske pipete različnih volumnov (10, 20, 100, 200, 1000 µl), 
mikrocentrifugirke (1,5 ml), pipetni nastavki (20, 200, 1000 µl) 
Hettich Zentrifugen centrifuga velika (Universal 320R) 
Thermo Scientific spektrofotometer za meritve koncentracije DNA (NanoDrop 
1000), inkubator za gojenje celičnih kultur (Heracell Vios 160i), 
zmrzovalnik -80 °C (Hera Freeze HFU B Series) 
Invitrogen naprava za avtomatsko štetje celic (Countess), števne komore za 
avtomatsko štetje celic 
Kambič avtoklav (A-500/700) 
Nalgene stojala za mikrocentrifugirke 
Olympus invertni svetlobni mikroskop (CKX41) 
DNR Bio-imaging 
Systems 
aparatura za fotografiranje agaroznih gelov 
Canon  fotoaparat za slikanje agaroznih gelov (1000D) 
Bemis parafilm 
Corning Incorporated bele prosojne mikrotitrske plošče s 96 luknjicami 
AnalyticJena elektroforezna banjica (Horizon® 11.4) 
Berthold Detection 
Systems 
merilec luminiscence (Orion II Microplate Luminometer)  
Applied Biosystems aparatura za verižno reakcijo s polimerazo (Veriti® Thermal 
Cycler) 
VWR serološke pipete (5, 10, 25, 50 ml) 
TPP stekleničke za gojenje celičnih kultur (75 cm2) 
Kern EW tehtnica (0,5 g-4200 g) 
New Brunswick stresalnik in inkubator (Innova 42) 
Iskra PIO brezprašna komora (MC 12-2) 
Kimberly-Clark rokavice (Kimtech) 
Liebherr hladilnik 4 °C (Profiline GKv 6410), zmrzovalnik (Profiline BKPv 
8470) 
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3.1.2 Kemikalije 
Preglednica 2: Uporabljene kemikalije, navedene skupaj s proizvajalcem 
Proizvajalec Kemikalija 
Gold Biotechnology agaroza, ampicilin 
Thermo Fischer 
Scientific 
DNA lestvica  (GeneRuler 1 kb Ladder), gojišče za celične 
kulture DMEM (Glutamax), DMSO (100 %), toplotno 
inaktivirani fetalni goveji serum (FBS), nanašalno barvilo (6x 
LD) 
Sigma-Aldrich etidijev bromid, tripsin, CoA, agar-agar, LB gojišče (Miller), 
EDTA, Tris-HCl, PEG 8000, glukoza,  Na4PPi, NaH2PO4·H2O, 
CDTA, HEPES, EGTA, ATP 
Kapa Biosystems Kapa HiFi Master Mix (2x) 
Invitrogen tripan modro 
Polyplus Transfection transfekcijski reagent (jetPEI) 
Promega lizni pufer (Passive Lysis Buffer, 5X), luciferin 
New England Biolabs restrikcijski pufri (NEB 1, 2, 3, 4), T4 ligaza in T4 ligazni pufer 
Molecular Probes koelenterazin h 




Merck etanol, MgCl2, metanol, NaCl 
Kemika bromfenol modro 
Carbo Erba Reagents NaF 
 
3.1.3 Raztopine in pufri 
Preglednica 3: Spisek raztopin in pufrov, uporabljenih v tej nalogi, skupaj z njihovo sestavo 
Raztopina/pufer Sestavine 
50x TAE pufer 242 g Tris-HCl, 57,1 ml ledocetne kisline, 100 ml EDTA (50 mM), 
dH2O do 1000 ml, pH 8,0 
6x DNA nanašalni 
pufer 
600 µl nanašalnega pufra (40 % (w/v) glukoze v dH20), 125 µl 6x 
LD 
10x PBS Na2HPO4 (101 mM), KH2PO4 (18,2 mM, KCl (33,1 mM), NaCl (1,7 
M), pH 7,4 
renilla pufer 6,5 ml 2x Renilla pufru (7,5 mM Na4PPi, 50 mM NaH2PO4·H2O, 250 
mM NaCl, 5 mM CDTA, pH 5,0), dodamo 6,5 ml MQ vode in  100 
µl v metanolu raztopljenega coelentrazina (0,001 mM) 
luciferazni pufer 2,6 ml 5x luciraznem pufru (20 mM HEPES, 8 mM MgCl2·6H2O, 0,2 
mM EGTA Na, 2 mM NaF, pH 7,8) dodamo 130 µl DTT (16,67 
mM), 130 µl ATP (0,44 mM), 130 µl CoA (0,23 mM)) dodamo 10,4 
ml MQ vode in  100 µl v DMSO raztopljenega luciferina (0,39 mM) 
reakcijski pufer za 
lepljenje po 
Gibsonu 
ISO pufer (25 % PEG-8000, 500mM Tris-HCl pH 7,5, 50 mM 
MgCl2, 50 mM DTT, 1 mM vsak dNTP, 5 mM NAD), 10 U/µl T5 
eksonukleaza, 2 U/µl Phusion polimeraza, 40 U/µl Taq ligaza 
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3.1.4 Komercialni kompleti 
Preglednica 4: Uporabljeni komercialni kompleti, navedeni skupaj s proizvajalcem 
Proizvajalec Ime kompleta Uporaba 
Fermentas GeneJet Extraction Kit Izolacija DNA pomnožkov iz agaroznega 
gela 
Fermentas GeneJet Plasmid Miniprep 
Kit 
Izolacija plazmidne DNA iz miniprepov 
 
3.1.5 Plazmidi 
Preglednica 5: Uporabljeni plazmidni vektorji, skupaj z navedenimi proizvajalci 






Plazmidni vektor pcDNA3 smo uporabljali za izražanje proteinov v sesalskih celicah. Vektor 
vsebuje močan citalomegavirusni (CMV) promotor, ki zagotavlja konstitutivno izražanje gena, 
vnešenega v poliklonsko mesto na 3` koncu promotorja. Vsebuje BGH poliadenilacijski signal, 
ki omogoča visoko stabilnost mRNA ter SV40 ORI mesto, ki omogoča episomalno 
podvojevanje plazmida v sesalskih celicah, ki izražajo veliki T antigen. Vektor vsebuje tudi 
zapisa za ampicilinsko in neomicinsko rezistenco, ki omogočata selekcijo transformiranih 
oziroma transfeciranih celic celic. F1 ori mesto mu omogoča podvojevanje v bakterijskih 
celicah (Invitrogen, 2016). 
17 
Verbič A. Uporaba umetnih transkripcijskih regulatorjev za uravnavanje prepisovanja genov v sesalskih celicah.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 
Slika 9: Shema plazmidnega vektorja pcDNA3 (Invitrogen, 2016) 
3.1.5.2 pGL4.16 
Plazmidni vektor pGL4.16 smo uporabljali za pripravo poročevalskih plazmidov za preverjanje 
vezave izbranih proteinov na DNA. Vektor vsebuje gen za kresničkino luciferazo (luc2CP) ki 
vsebuje dva peptidna označevalca za hitro razgradnjo na C-terminalnem koncu (PEST in CL1), 
kar omogoča spremljanje izražanja poročevalca v realnem času. Vektor ne vsebuje promotorja, 
vsebuje pa poliklonsko mesto pred genom za kresničkino luciferazo.  Vsebuje tudi gena za 
ampicilinsko in higromicinsko rezistenco, ki omogočata selekcijo transformiranih celic. ColE1 
ori mesto mu omogoča podvojevanje v bakterijskih celicah (Promega, 2016a). 
 
 
Slika 10: Shema plazmidnega vektorja pGL4.16 (Promega 2016a) 
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3.1.5.3 phRL-TK 
Plazmidni vektor phRL-TK smo uporabljali kot kontrolo uspešnosti transfekcije. Vektor 
vsebuje gen za Renilla luciferazo pod nadzorom konstitutivnega promotorja HSV-TK. Plazmid 
smo pri izvedbi dvojnih luciferaznih testov kotransfecirali v enaki količini v vsako luknjico, kar 
nam je omogočilo   primerjavo posameznih eksperimentov prek normalizacije aktivnosti 
kresničkine luciferaze na aktivnost Renilla luciferaze. Plazmid vsebuje ampicilinsko rezistenco 
za selekcijo transformiranih celic (Promega, 2016b). 
 
 
Slika 11: Shema plazmidnega vektorja phRL-TK (Promega 2016b) 
 
3.1.6 Restrikcijski encimi 
Preglednica 6: Uporabljeni restrikcijski encimi, skupaj z prepoznavalnimi mesti in proizvajalci 



























Verbič A. Uporaba umetnih transkripcijskih regulatorjev za uravnavanje prepisovanja genov v sesalskih celicah.  
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
3.1.7 Organizmi 
3.1.7.1 Bakterijski sevi 
Preglednica 7: Uporabljeni bakterijski sevi 
Sev Genotip Vir 
E. coli DH5α F-/supE44, ΔlacU169 (ɸ80 lacZΔM15) hsdR17 




3.1.7.2 Celične kulture 
Preglednica 8: Uporabljene celične linije 
Celična kultura Opis Vir 
HEK293T Trajna celična kultura ustvarjena iz človeških 
embrionalnih ledvičnih celic z vstavljenim zapisom 
za velikim SV40 T antigenom, ki omogoča 







Preglednica 9: Sestava uporabljenih gojišč 
Ime gojišča Sestava 
LB Ap plošče 25 g/l LB (10 g tripton, 10 g NaCl, 5 g kvasni ekstrakt), 15 
g/l agar-agar, 50 µg/ml ampicilin 
LB miniprep (10 ml) 25 g/l LB (10 g tripton, 10 g NaCl, 5 g kvasni ekstrakt) 
Gojišče za HEK293T celične 
kulture 
0,5 L DMEM z 1 g/L glukoze, 55 ml 10% FBS 
 
3.2 METODE 
3.2.1 Priprava gojišč 
3.2.1.1 Gojišča za bakterije 
Tekoče LB gojišče smo pripravili z raztapljanjem ustrezne količine LB formulacije po Millerju 
v destilirani vodi (preglednica 9). Tako pripravljeno gojišče smo sterilizirali v avtoklavu z 
vlažno toploto in ga po avtoklaviranju hranili na sobni temperaturi. Pred uporabo smo gojišču 
dodali še ampicilin do končne koncentracije 50 µg/ml. 
Trdna LB gojišča smo pripravili na podoben način kot tekoče LB gojišče, le da smo zraven 
dodali še agar (Preglednica 9). Po avtoklaviranju smo gojišču, potem ko se je shladilo na 
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približno 50 °C, sterilno dodali še ustrezen antibiotik (ampicilin do končne koncentracije 50 
µg/ml) preden smo ga vlili v sterilne petrijevke, ki smo jih do uporabe hranili na 4 °C v 
hladilniku. 
3.2.1.2 Gojišča za celične kulture 
Gojišče za gojenje HEK293T celičnih kultur smo pripravili tako, da smo 0,5 l DMEM gojišča 
z 1 g/l glukoze sterilno dodali 55 ml FBS. 
3.2.2 Sterilizacija steklovine in gojišč 
Steklovino, gojišča in ves ostali material ki smo ga uporabljali pri gojenju bakterijskih in 
celičnih kultur in ostalih sterilnih postopkih smo sterilizirali v avtoklavu z vlažno toploto (20 
minut, 121 °C, 1,2 bar). 
3.2.3 Molekularno kloniranje 
Plazmidni konstrukti, ki smo jih uporabili v tem magistrskem delu, so našteti v prilogi A. 
Nukleotidna zaporedja vseh elementov, ki smo jih uporabili v konstruktih so navedena v prilogi 
B. Konstrukte smo pripravili s klasičnimi metodami molekularnega kloniranja ali 
izotermalnega lepljenja po Gibsonu. Reakcijske mešanice s PCR pomnoženih fragmentov DNA 
ter encimov za lepljenje smo transformirali v bakterijski sev E. coli DH5a, posamezne 
transformante namnožili ter izolirali DNA s komercialnimi kiti po navodilih proizvajalca. 
Ustreznost izoliranih plazmidov smo preverili s kontrolno restrikcijo in pravilnost 
nukleotidnega zaporedja preverili s sekvenciranjem po Sangerju. Podrobnejši protokoli 
molekularnega kloniranja so predstavljeni v sledečih podpoglavjih. 
3.2.3.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Verižne reakcije s polimerazo smo izvedli s Kapa HiFi DNA polimerazo po protokolu 
proizvajalca (KapaBiosystems, 2016). V spodnjih preglednicah so opisane sestave reakcijskih 
mešanic in temperaturni poteki verižnih reakcij ki smo jih izvedli. 






matrična DNA 50 ng/µl 2 ng/µl 1 µl 
Začetni oligonukleotid 1 20 µM 0,3 µM 1 µl 
Začetni oligonukleotid 2 20 µM 0,3 µM 1 µl 
Kapa HiFi Master Mix  2x 1x 13 µl 
MQ   10 µl 
Končni volumen   26 µl 
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Preglednica 11: Potek verižne reakcije s Kapa HiFi DNA polimerazo 
Stopnja  Temperatura Čas 
Začetna denaturacija  95 °C 3 min 
25-35 ciklov 
podaljševanja 
denaturacija 98 °C 20 s 
prileganje začetnih oligonukleotidov 60-75 °C 15 s 
podaljševanje 72 °C 15-30 s/kb 
Končno podaljševanje  72 °C 1 min/kb 
Konec  4 °C  
 
Temperaturo prileganja začetnih nukleotidov smo izračunali na podlagi razmerja med 
nukleotidi posameznega oligonukleotidnega začetnika po enačbi 1: 
𝑇𝑚 = 4(𝐺 + 𝐶) + 2(𝐴 + 𝑇)                                         …(1) 
kjer faktorji G, C, A in T opredeljujejo število gvaninov, citozinov, adeninov in timidinov v 
delu posameznega začetnega oligonukleotida, ki prilega na matrično DNA. 
3.2.3.2 Agarozna gelska elektroforeza 
Z agarozno gelsko elektroforezo smo preverjali uspešnost PCR reakcije ter uspešnost 
preparativnih in kontrolnih restrikcij. Za večino analiz smo pripravili 1% (w/v) agarozni gel. 
Zatehtali smo 1 g suhe agaroze, jo stresli v erlenmajerico in dodali 100 ml 1x TAE pufra, rahlo 
premešali in agarozo raztopili s segrevanjem v mikrovalovni pečici. Po segrevanju smo 
mešanico nekoliko ohladili, dodali 5 µl etidijevega bromida (10 mg/ml), premešali, mešanico 
vlili v model in jo pustili na sobni temperaturi približno pol ure. Ko se je gel strdil smo ga 
prenesli v elektroforezno banjico napolnjeno z 1x TAE pufrom. Vzorce smo pred nanosom v 
žepke agaraznega gela zmešali s 6x nanašalnim pufrom do 1x končne koncentracije. V skrajna 
dva žepka agaroznega gela smo vedno nanesli tudi DNA lestvico za določanje dolžine DNA 
fragmentov. Elektoforeza je potekala pri konstantni napetosti 100 -120 V približno 30 minut 
oziroma dokler se niso DNA fragmenti znotraj vzorca ustrezno ločili. 
3.2.3.3 Čiščenje DNA fragmentov iz agaroznega gela 
Po končani elektroforezi smo preverili velikost fragmentov v vzorcih s slikanjem gela pod UV 
lučjo. Pravilno pomnožene fragmente pričakovanih dolžin smo s skalpelom izrezali iz gela in 
jih prenesli v mikrocentrifugirke. DNA smo iz gela očistili s komercialnim kompletom GeneJet 
Gel Extraction Kit po navodilih proizvajalca. Po končani izolaciji smo izmerili koncentracijo 
DNA s spektofotometrom NanoDrop. 
3.2.3.4 Lepljenje po Gibsonu 
Za združevanje različnih DNA fragmentov smo uporabili metodo lepljenja po Gibsonu, ki 
temelji na homolognem združevanju koncev dveh ali več DNA fragmentov (Gibson in sod., 
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2009). V namen lepljenja dveh DNA fragmentov smo pripravili oligonukleotidne začetnike, ki 
so imeli približno 40 bp homologije in so na matrično DNA nalegali z vsaj 20 baznimi pari. S 
tako načrtovanimi oligonukleotidnimi začetniki smo s PCR reakcijo pomnožili oba fragmenta 
DNA in tako dobili dve DNA molekuli s homolognima koncema. Po analizi na agarozni gelski 
elektroforezi in čiščenju iz gela smo oba fragmenta dodali v Gibson reakcijsko mešanico 
(sestava navedena v preglednici 3) v masnem razmerju 1:1 (10-100 ng na reakcijo), sledila pa 
je 60 minutna inkubacija pri 50 °C. V reakcijski mešanici potečejo procesi degradacije 
dvoverižne DNA na homolognih koncih v enoverižno DNA (5´→ 3´ eksonukleazna aktivnost 
T5 eksonukleaze), spontanega prileganja homolognih delov DNA, zapolnitve enoverižnih 
delov DNA po prileganju (5´→ 3´ polimerazna aktivnost Phusion polimeraze) in tvorba 
fosfodiesterskih vezi v zarezah med DNA fragmenti (Taq DNA ligaza) (Slika 12). Z uporabo 
te metode lahko lepimo skupaj dva ali več fragmentov DNA ali pa s primernim načrtovanjem 
homolognih delov oligonukleotidnih začetnikov med dva fragmenta vstavimo krajše novo 
zaporedje DNA. Po končani inkubaciji smo celotno reakcijsko mešanico transformirali v 
kompetentne celice E. coli. 
 
Slika 12: Shema postopka lepljenja po Gibsonu (prirejeno po Vornholt, 2015) 
3.2.3.5 Restrikcija 
Metodo restrikcije DNA smo uporabljali za kloniranje po klasičnem postopku restrikcije in 
ligacije ter pri preverjanju uspešnosti kloniranja (kontrolna restrikcija).  Kontrolno restrikcijo 
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testiranega plazmida smo izvedli tako, da smo v reakcijsko mešanico dodali približno 500 ng 
plazmida, po 0,5 µl vsake restrikcijske endonukleaze (10 U/µl), 2 µl kompatibilnega 
restrikcijskega pufra (10x) in MQ do končnega volumna 20 µl. V reakciji smo uporabili takšne 
restrikcijske endonukleaze, da smo lahko iz dolžine dobljenih fragmentov sklepali na uspešnost 
kloniranja. Tako pripravljeno reakcijsko mešanico smo inkubirali 1-2 h pri 37 °C, po inkubaciji 
pa smo dolžine fragmentov preverili z agarozno gelsko elektroforezo. 
Pri kloniranju z metodo restrikcije in ligacije smo vektor in insert rezali z enako kombinacijo 
restrikcijskih endonukleaz, s čimer smo ustvarili kompatibilne lepljive konce na koncih 
fragmentov, kar je omogočalo pravilno lepljenje fragmentov pri koraku ligacije. Postopek 
restrikcije je enak kontrolni restrikciji, le da smo običajno rezali večjo količino DNA (do 3000 
ng) in več časa (do 4 h), po analizi na agarozni gelski elektroforezi pa smo fragmente pravilnih 
dolžin izrezali iz gela, jih očistili z GeneJet Gel Extraction Kit (Fermentas) in jih očiščene 
uporabili v koraku ligacije. 
3.2.3.6 Ligacija 
V koraku ligacije se DNA fragmenti združijo na komplementarnih koncih, ki smo jih ustvarili 
z restrikcijo s primernimi restrikcijskimi encimi. Ligaza katalizira nastanek fosfodiesterske vezi 
med fragmenti in tako poveže fragmenta v neprekinjeno DNA. V ligazni reakcijski mešanici 
smo uporabili 1 µl T4 DNA ligaze (400U/µl), 4 µl 5X RAPID ligaznega pufra, 50 ng vektorja 
in toliko inserta, da je bilo molarno razmerje med vektorjem in insertom 1:3. Količino inserta 




                                        …(2) 
Po dodatku ustrezne količine vektorja in inserta smo reakcijsko mešanico dopolnili z MQ do 
končnega volumna 20 µl in 20 minut inkubirali pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo celotno 
ligacijsko mešanico transformirali v kompetentne celice E. coli. 
 
3.2.3.7 Transformacija kompetentnih celic  
Za prenos plazmida v bakterijsko celico smo uporabili metodo transformacije s toplotnim 
šokom, pri kateri s hitrim zvišanjem temperature odpremo pore v celični membrani, kar 
omogoči vstop plazmidne DNA v celico. Prej pripravljene kompetentne celice E. coli, shranjene 
na -80 °C, smo odtajali na ledu in jim dodali celotno Gibson ali ligacijsko mešanico, v kolikor 
pa smo namnoževali že prej pripravljene plazmide, smo jih kompetentnim celicam dodali 
približno 50 ng. Celice z dodano DNA smo 30 minut inkubirali na ledu, potem pa smo izvedli 
toplotni šok 2 minuti na 42 °C, sledila je 2 min inkubacija na ledu. Nato smo dodali 500 µl 
sterilega LB gojišča in celice stresali 1 uro pri 37 °C. Celice smo centrifugirali 3 minute pri 
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7000 rpm. Usedlino celic smo resuspendirali v približno 100 µl supernatanta in nastalo 
suspenzijo razmazali na LB plošče z dodanim ampicilinom. Plošče smo inkubirali čez noč pri 
37 °C. Naslednji dan smo precepili posamezne kolonije v tekoča LB gojišča (10 ml) z dodanim 
ampicilinom in ta preko noči inkubirali pri 37 °C s stresanjem (približno 150 rpm). 
3.2.3.8 Izolacija plazmidne DNA 
Plazmidno DNA smo iz tekoče kulture izolirali s pomočjo komercialnega kompleta GeneJet 
Plasmid Miniprep Kit po navodilih proizvajalca. Po izolaciji smo izmerili koncentracijo DNA 
s spektrofotometrom NanoDrop. 
3.2.3.9 Določitev nukleotidnega zaporedja 
Potem ko smo z restrikcijsko analizo potrdili, da smo z ligacijo ali lepljenjem po Gibsonu v 
plazmid vstavili nukleotidno zaporedje pravilne dolžine smo želeli preveriti še pravilnost 
vstavljenega zaporedja. V ta namen smo plazmidne vzorce poslali na sekveniranje v podjetje 
GATC Biotech, ki je izvedlo sekveniranje po Sangerju. Vzorce smo pripravili z mešanjem 
približno 500 ng plazmidne DNA z 1,25 µl začetnega oligonukleotida (20 µM) in MQ do 
končnega volumna 10 µl. 
3.2.4 Delo s celičnimi kulturami 
3.2.4.1 Gojenje celic 
V našem eksperimentu smo uporabljali celice HEK293T, ki smo jih gojili v DMEM gojišču z 
1 g/l D-glukoze in dodanim 10 % FBS. Celice so po nacepljanju v stekleničke za rast celičnih 
kultur rastle v inkubatorju pri stalni temperaturi (37 °C), vlažnosti (95 %) in atmosferi (5 % 
CO2). Celicam smo vsake 3-4 dni zamenjali gojišče, ko je konfluentnost presegla 90 % pa smo 
celice razredčili oziroma nacepili na gojitvene ploščice. Iz stekleničke smo odstranili gojišče in 
celice previdno sprali s 5 ml PBS pufra in s tem odstranili vse ostanke gojišča, ki bi lahko 
inhibiral delovanje tripsina. Sprane celice smo prekrili z 2 ml tripsina, ki razkraja adhezivne 
proteine med celicami, in jih inkubirali 1-2 minute. Po inkubaciji smo v stekleničko dodali 8 
ml gojišča, ki inhibira delovanje tripsina in s pipeto previdno resupendirali celice v gojišču. 
Suspenzijo celic smo nato prenesli v 10 ml centrifugirko in centrifugirali 5 minut pri 1200 rpm. 
Iz centrifugirke smo odstranili supernatant, ki je vseboval tripsin in ga zamenjali z svežim 
gojiščem, v katerem smo celice ponovno resuspendirali. Del suspenzije (10-20 %) smo vrnili v 
stekleničko za gojenje, ki smo jo prej sprali s PBS in dodali gojišče do končnega volumna 10 
ml. 
3.2.4.2 Štetje in nacepljanje celic 
Po tripsinizaciji smo lahko del resuspendiranih celic uporabili za nacepljanje mikrotitrskih 
plošč. V ta namen smo najprej izmerili koncentracijo celic v suspenziji na napravi za 
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avtomatsko štetje celic. Zmešali smo 10 µl suspenzije celic z 10 µl barvila tripan modro in 10 
µl mešanice odpipetirali na števno stekelce, katerega smo potem uporabili pri avtomatskem 
štetju. V eksperimentu smo uporabljali mikrotitrske plošče z 96 vdolbinicami v katere smo v 
vsako luknjico nacepili 2*104 celic. Suspenzijo celic smo ustrezno redčili z DMEM + 10 % 
FBS gojiščem tako, da smo v vsako vdolbinico nacepili 100 µl gojišča s 2*104 celicami. Pred 
transfekcijo celic smo mikrotitrske plošče inkubirali v inkubatorju preko noči pri stalni 
temperaturi (37 °C), vlažnosti (95 %) in atmosferi (5 % CO2). 
3.2.4.3 Transfekcija celic 
Celice smo transfecirali s kationskim polimerom polietileniminom (PEI). Reagent smo 
razredčili v 150mM NaCl in ga dodali mešanici DNA. Transfekcijske mešanice smo po polurni 
inkubaciji dodali celicam v mikrotitrskih ploščah.  
3.2.5 Merjenje luciferazne aktivnosti 
Po 48 urni inkubaciji celic smo mikrotitrske plošče prenesli iz inkubatorja, iz plošč odsesali 
gojišče in v vdolbinice dodali po 30 µl 1x liznega pufra (Promega) ter lizate inkubirali na sobni 
temperaturi vsaj 15 minut. Vmes smo pripravili pufra za merjenje luciferazne (fLuc) in Renilla 
(rLuc) aktivnosti. Aktivnost obeh encimov smo določili z luminometrom Orion. Relativno 
luciferazno aktivnost smo izračunali z normalizacijo luciferazne aktivnosti posameznega 
vzorca na vrednost Renilla luciferazne aktivnosti istega vzorca. Vsi rezultati predstavljajo 
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4 REZULTATI  
4.1 VPLIV VEZAVE TAL EFEKTORJA V BLIŽINO GAL4 AKTIVATORJA 
Vpliv vezave TALE efektorja v bližino Zif268 in Gal4 DNA vezavnih proteinov smo preučevali 
s pomočjo luciferaznega poročevalskega plazmida (Slika 13). Ta je vseboval zapis za 
kresničkino luciferazo (fLuc) pod nadzorom minimalnega promotorja (Pmin), ki zagotavlja 
minimalno izražanje gena v odsotnosti transkripcijskega aktivatorja. Pred minimalni promotor 
smo vstavili vezavno mesto za preučevani DNA vezavni protein (Zif268/Gal4), ter vezavni 
mesti za dva TALE proteina (TALE-A in TALE-B) (Slika 13). Za preučevanje vpliva razdalje 
med DNA vezavnimi proteini smo pripravili  poročevalske plazmide z različno dolgimi 
vmesniki (spc) med osrednjim Zif268/Gal4 vezavnim mestom in vezavnima mestoma za TALE 
proteina. Preko spremljanja aktivnosti kresničkine luciferaze smo sklepali na vezavo proteina z 
aktivatorsko domeno pred minimalni promotor. 
4.1.1 Aktivacija transkripcije z Gal4 aktivatorjem 
Za natančno spremljanje sprememb vezave transkripcijskega aktivatorja na DNA mora biti 
njegova aktivnost dovolj visoka, da lahko spremembe v aktivnosti zanesljivo potrdimo in jih 
uspešno kvantificiramo. V ta namen smo  pripravili plazmid z zapisom za fuzijski protein Gal4 
z domeno za aktivacijo transkripcije. Preverili smo učinkovitost njegove transkripcijske 
aktivacije s ko-transfekcijo poročevalskega plazmida AGal4B-min-Luc in različnih količin 
plazmida z zapisom za transkripcijski aktivator Gal4:VP16 v celično linijo HEK293T (Slika 
14). Transkripcijska aktivacija z aktivatorjem Gal4:VP16 se je izkazala za dovolj močno za 
jasno spremljanje vplivov vezave TAL efektorjev v bližino Gal4 vezavnega mesta. 
Slika 13: Shema luciferaznega reporterskega plazmida. Gen za kresničkino luciferazo (rumena puščica – fLuc) je 
pod nadzorom minimalnega promotorja (črna puščica – Pmin), pred minimalnim promotorjem pa stojijo vezavna 
mesta za preučevane DNA vezavne proteine (bs), ki jih ločujejo vmesniki (spc). 
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Slika 14: Testiranje delovanja Gal4:VP16 aktivatorja. Sesalsko celično linijo HEK293T smo prehodno 
transfecirali s 50  ng poročevalskega plazmida ter naraščajočimi količinami plazmida z zapisom za transkripcijski 
aktivator Gal4:VP16. Črna črtkana črta označuje aktivnost poročevalca ob odstotnosti plazmida z zapisom za 
transkripcijski aktivator. Aktivnost poročevalca smo preverili 48 ur po transfekciji. Na grafikonu so prikazani 
reprezentativni rezultati treh neodvisnih ponovitev eksperimenta. Stolpci prikazujejo povprečja in standardne 
odklone 4 bioloških ponovitev znotraj istega eksperimenta.  
4.1.2 Vezava TALE-A in TALE-B proteinov v bližino Gal4:VP16 aktivatorja 
Rezultati eksperimentov vezave TALE proteinov v bližino Gal4:VP16 aktivatorja so prikazani 
na sliki 15. Uporabili smo poročevalske plazmide z različno dolgimi vmesniki med Gal4:VP16 
in TALE proteini: brez vmesnika (Slika 15c), 5 bp (Slika 15d), 10 bp (Slika 15e) in 20 bp (Slika 
15f). 
Iz slike 15c je razvidno, da vezava TALE proteinov v neposredno bližino Gal4:VP16 aktivatorja 
zmanjša transkripcijo poročevalskega gena na raven brez aktivatorja (črna črtkana črta). 
Opazimo, da vezava TALE-A 5 bp stran od vezavnega mesta za Gal4:VP16 aktivator povzroči 
povečano izražanje poročevalskega plazmida (Slika 15d), ta vpliv pa se s povečevanjem 
vmesnika še dodatno ojačuje (Slika 15e-f). Vezava TALE-B medtem pri 5 bp vmesniku nima 
večjega vpliva na izražanje poročevalskega plazmida (Slika 15d), pri 10 bp vmesniku lahko 
opazimo rahlo znižanje (Slika 15e), pri 20 bp vmesniku pa že zelo izrazito znižanje izražanja 
poročevalskega plazmida ob dodatku plazmida z zapisom za TALE-B (slika 15f). 
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Slika 15: Vpliv vezave TALE-A in TALE-B proteinov v bližino Gal4:VP16 aktivatorja glede na razdaljo in 
orientacijo med vezavnimi mesti. Shematska predstavitev razporeditve vezavnih mest (a,b) brez vmesnikov med 
vezavnimi mesti (c), 5 bp vmesnikom (d), 10 bp vmesnikom (e) in 20 bp vmesnikom med vezavnimi mesti (f). 
Sesalsko celično linijo HEK293T smo prehodno transfecirali s 50 ng poročevalskega plazmida, 50 ng 
transkripcijskega aktivatorja Gal4:VP16 ter naraščajočimi količinami plazmidov z zapisom za TALE-A (stolpci 
modre barve) in TALE-B (stolpci zelene barve) proteina. Črna črtkana črta označuje aktivnost poročevalca ob 
odsotnosti plazmida z zapisom za transkripcijski aktivator Gal4:VP16, oranžna črta označuje aktivnost 
poročevalca z dodanimi 50 ng plazmida z zapisom za transkripcijski aktivator Gal4:VP16. Aktivnost poročevalca 
smo preverili 48 ur po transfekciji. Na grafikonu so prikazani reprezentativni rezultati treh neodvisnih ponovitev 
eksperimenta. Stolpci prikazujejo povprečja in standardne odklone 4 bioloških ponovitev znotraj istega 
eksperimenta.  
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4.1.3 Vezava Gal4 proteina v bližino TALE aktivatorjev 
Da bi pridobili boljšo sliko dinamike DNA vezavnih proteinov smo se odločili ponoviti 
eksperimente na istih poročevalskih plazmidih, vendar tokrat z aktivacijskimi domenami 
spojenimi s TALE proteini. Pri tem smo dodajali različne količine plazmida z zapisom za DNA-
vezavno domeno Gal4. Na sliki 16 je prikazan vpliv vezave Gal4 proteina na vezavo TALE 
aktivatorja s štirimi različno dolgimi vmesniki med Gal4 in TALE proteini: 0 baznih parov 
(Slika 16c, g), 5 baznih parov (Slika 16d, h), 10 baznih parov (Slika 16e, i) in 20 baznih parov 
(Slika 16f, j).  
Vezava Gal4 proteina v bližino TALE-A:VP16 na poročevalskem plazmidu brez vmesnika med 
vezavnimi mesti nima vpliva na transkripcijsko aktivacijo (Slika 16c), pri 5 bp vmesniku lahko 
opazimo rahlo zmanjšano transkripcijsko aktivacijo (Slika 16d), ki je pri 10 bp vmesniku še 
nižja (Slika 16e), vendar je pri 20 bp vmesniku skorajda več ne opazimo (Slika 16f). Vezava 
Gal4 v bližino TALE-B:VP16 aktivatorja  povzroči pri 0 bp vmesniku (Slika 16g) rahlo 
zmanjšanje transkripcijske aktivacije, medtem ko je vpliv vezave Gal4 pri vmesnikih 5, 10 in 
20 bp zanemarljiv (Slika 16h, i, j). 
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Slika 16: Vpliv vezave Gal4 proteina v bližino TALE aktivatorjev glede na razdaljo in orientacijo med vezavnimi 
mesti. Shematska predstavitev razporeditve vezavnih mest (a, b) brez vmesnikov med vezavnimi mesti (c, g), 5 bp 
vmesnikom (d, h), 10 bp vmesnikom (e, i) in 20 bp vmesnikom med vezavnimi mesti (f, j). Sesalsko celično linijo 
HEK293T smo prehodno transfecirali s 50 ng poročevalskega plazmida, 50 ng plazmida z zapisom za TALE 
transkripcijski aktivator ter naraščajočimi količinami plazmidov z zapisom za Gal4 protein. Črna črtkana črta 
označuje aktivnost poročevalca ob odsotnosti plazmida z zapisom za TALE transkripcijski aktivator, oranžna črta 
označuje aktivnost poročevalca z dodanimi 50 ng plazmida z zapisom za TALE transkripcijski aktivator. Aktivnost 
poročevalca smo preverili 48 ur po transfekciji. Na grafikonu so prikazani reprezentativni rezultati treh neodvisnih 
ponovitev eksperimenta. Stolpci prikazujejo povprečja in standardne odklone 4 bioloških ponovitev znotraj istega 
eksperimenta.  
 
4.1.4 Istočasna vezava TALE-A in TALE-B v bližino Gal4 aktivatorja 
Iz izvedenih eksperimentov je bilo razvidno, da ima vezava TALE proteinov vpliv na vezavo 
preučevanega proteina. Nadalje nas je zanimalo kakšen bo ta vpliv, če vežemo oba TALE 
proteina hkrati. 
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Na sliki 17 je prikazan vpliv istočasne vezave TALE-A in TALE-B proteinov v bližino Gal4 
proteina pri različni dolžini vmesnikov med Gal4 in TALE vezavnimi mesti. Pri 0 bp vmesniku 
je padec transkripcijske aktivacije pri hkratni vezavi TALE-A in TALE-B večji od efekta 
posameznih TALE proteinov. Pri 10 bp vmesniku hkratna vezava TALE-A in TALE-B kaže na 
rahlo šibkejšo aktivacijo kot s samim TALE-A proteinom. Podobne rezultate opazimo pri 20 
bp vmesniku. Pri 5 bp vmesniku, kjer oba TALE proteina posamezno prispevata k povečanju 
transkripcijske aktivacije hkratna vezava ne doseže ravni aktivacije samo s TALE-A. 
 
Slika 17: Istočasna vezava TALE-A in TALE-B v bližino Gal4 aktivatorja. Grafikon (e) je razdeljen v štiri gruče 
stolpcev, v vsaki gruči so rezultati eksperimenta z istimi vmesniki med vezavnimi mesti. Sesalsko celično linijo 
HEK293T smo prehodno transfecirali s 50 ng poročevalskega plazmida, 50 ng transkripcijskega aktivatorja 
Gal4:VP16 ter plazmidi z zapisi za TALE-A (stolpci modre barve), TALE-B (stolpci zelene barve) ali oba TALE 
proteina hkrati (stolpci rumene barve). Rdeča črta označuje aktivnost poročevalca z dodanimi 50 ng plazmida z 
zapisom za transkripcijski aktivator Gal4:VP16, na kar so normalizirani vsi podatki znotraj eksperimenta. Sheme 
na levi strani slike (a-d) predstavljajo štiri eksperimente znotraj gruč. Aktivnost poročevalca smo preverili 48 ur 
po transfekciji. Na grafikonu so prikazani reprezentativni rezultati treh neodvisnih ponovitev eksperimenta. Stolpci 
prikazujejo povprečja in standardne odklone 4 bioloških ponovitev znotraj istega eksperimenta. 
 
4.2 VPLIV VEZAVE TAL EFEKTORJEV V BLIŽINO ZIF268 AKTIVATORJA 
4.2.1 Učinkovitost aktivacije Zif268 aktivatorja 
Za preverjanje vpliva vezave TALE proteina v bližino Zif268 proteina smo pripravili plazmid 
z zapisom za protein Zif268 spojen z domeno za aktivacijo transkripcije VP16 in preverili 
učinkovitost njegove transkripcijske aktivacije. Iz sliki 18a je razvidno, da je transkripcijska 
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aktivacija Zif268:VP16 prešibka za natančno spremljanje efektov v našem eksperimentu. V ta 
namen smo pripravili plazmid z zapisom za protein Zif268, spojen z močnejšim aktivacijsko 
domeno VPR (Chavez in sod., 2017). Na sliki 18b je prikazana transkripcijska aktivacija 
transkripcije poročevalskega gena kresniškine luciferaze pri različnih koncentracijah plazmida 
z zapisom za fuzijski protein Zif268:VPR. Iz grafikona je jasno razvidno, da domena VPR 
posreduje izredno močno aktivacijo transkripcije, zaradi česar smo v nadaljnjih eksperimentih 
uporabljali konstrukt Zif268:VPR. 
 
Slika 18: Delovanje Zif268:VP16 (a) in Zif268:VPR (b) aktivatorjev. Sesalsko celično linijo HEK293T smo 
prehodno transfecirali s 50 ng poročevalskega plazmida ter naraščajočimi količinami plazmida z zapisom za 
transkripcijski aktivator. Črna črtkana črta označuje aktivnost poročevalca ob odsotnosti plazmida z zapisom za 
transkripcijski aktivator. Aktivnost poročevalca smo preverili 48 ur po transfekciji. Na grafikonu so prikazani 
reprezentativni rezultati treh neodvisnih ponovitev eksperimenta. Stolpci prikazujejo povprečja in standardne 
odklone 4 bioloških ponovitev znotraj istega eksperimenta. 
4.2.2 Vezava TALE-A in TALE-B proteinov v bližino Zif268:VPR aktivatorja 
Na sliki 19 so prikazani štirje grafikoni vpliva vezave TALE proteina v bližino Zif268:VPR 
aktivatorja s štirimi različno dolgimi vmesniki med Zif268:VPR in TALE proteini: brez 
vmesnika (Slika 19c), 5 bp (Slika 19d), 10 bp (Slika 19e) in 20 bp (Slika 19f). 
Vezava TALE-A v neposredno bližino Zif268:VPR proteina povzroči znižanje izražanja 
poročevalca na raven izražanja poročevalskega plazmida brez vezanega aktivatorja, vezava 
TALE-B pa prav tako nivo zmanjša transkripcijske aktivacije, vendar ne na enako nizko raven 
(Slika 19c). Z daljšanjem vmesnika med vezavnimi mesti opazimo, da TALE-A pri 5 bp (Slika 
19d) rahlo poveča transkripcijsko aktivacijo, ta vpliv se pri 10 bp in 20 še poveča (Slika 19e-f). 
Pri vezavi TALE-B opazimo rahlo povečanje transkripcijske aktivnosti pri 5 bp vmesniku 
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(Slika 19d), ki se pri 10 bp vmesniku še poveča, dokler pri 20 bp vmesniku ne pride do močne 
inhibicije izražanja poročevalca (Slika 19e-f). 
 
Slika 19: Vpliv vezave TALE-A in TALE-B proteinov v bližino Zif268:VPR aktivatorja glede na razdaljo in 
orientacijo med vezavnimi mesti. Shematska predstavitev razporeditve vezavnih mest (a,b) brez vmesnikov med 
vezavnimi mesti (c), 5 bp vmesnikom (d), 10 bp vmesnikom (e) in 20 bp vmesnikom med vezavnimi mesti (f).  
Sesalsko celično linijo HEK293T smo prehodno transfecirali s 50 ng poročevalskega plazmida, 50 ng 
transkripcijskega aktivatorja Zif268:VPR ter naraščajočimi količinami plazmidov z zapisom za TALE-A (stolpci 
modre barve) in TALE-B (stolpci zelene barve) proteina. Črna črtkana črta označuje aktivnost poročevalca ob 
odsotnosti plazmida z zapisom za transkripcijski aktivator Zif268:VPR, oranžna črta označuje aktivnost 
poročevalca z dodanimi 50 ng plazmida z zapisom za transkripcijski aktivator Zif268:VPR. Aktivnost poročevalca 
smo preverili 48 ur po transfekciji. Na grafikonu so prikazani reprezentativni rezultati treh neodvisnih ponovitev 
eksperimenta. Stolpci prikazujejo povprečja in standardne odklone 4 bioloških ponovitev znotraj istega 
eksperimenta.  
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4.2.3 Vezava Zif268 proteina v bližino TALE aktivatorjev 
Podobno kot pri eksperimentih z Gal4 proteini smo se odločili ponoviti eksperimente na istih 
poročevalskih plazmidih z aktivacijskimi domenami, spojenimi s TALE proteini. Pri tem smo 
dodajali različne količine plazmida z zapisom za DNA-vezavno domeno Gal4. 
Na sliki 20 je prikazano osem grafikonov vpliva vezave Zif268 proteina na vezavo TALE 
proteina s štirimi različno dolgimi vmesniki med Zif268 in TALE proteini: 0 nukleotidov (Slika 
20c, g), 5 nukleotidov (Slika 20d, h), 10 nukleotidov (Slika 20e, i) in 20 (Slika 20f, j). Rezultati 
kažejo na zanemarljiv vpliv vezave Zif268 proteina v bližino TALE aktivatorja pri vseh 
vmesnikih med vezavnimi mesti. 
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Slika 20: Vpliv vezave Zif268 proteina v bližino TALE aktivatorjev glede na razdaljo in orientacijo med vezavnimi 
mesti. Shematska predstavitev razporeditve vezavnih mest (a, b) brez vmesnikov med vezavnimi mesti (c, g), 5 bp 
vmesnikom (d, h), 10 bp vmesnikom (e, i) in 20 bp vmesnikom med vezavnimi mesti (f, j). Sesalsko celično linijo 
HEK293T smo prehodno transfecirali s 50 ng poročevalskega plazmida, 50 ng plazmida z zapisom za TALE 
transkripcijski aktivator ter naraščajočimi količinami plazmidov z zapisom za Gal4 protein. Črna črtkana črta 
označuje aktivnost poročevalca ob odsotnosti plazmida z zapisom za TALE transkripcijski aktivator, oranžna črta 
označuje aktivnost poročevalca z dodanimi 50 ng plazmida z zapisom za TALE transkripcijski aktivator. Aktivnost 
poročevalca smo preverili 48 ur po transfekciji. Na grafikonu so prikazani reprezentativni rezultati treh neodvisnih 
ponovitev eksperimenta. Stolpci prikazujejo povprečja in standardne odklone 4 bioloških ponovitev znotraj istega 
eksperimenta.. 
4.2.4 Istočasna vezava TALE-A in TALE-B v bližino Zif268 aktivatorja 
Tako kot pri Gal4 je bilo iz izvedenih eksperimentov je bilo razvidno, da ima vezava TALE 
proteinov vpliv na vezavo preučevanega proteina, zato nas je zanimalo kakšen bo vpliv hkratne 
vezave obeh TALE proteinov. Na sliki 25 je prikazan grafikon vpliva istočasne vezave TALE-
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A in TALE-B proteinov v bližino Zif268 proteina pri štirih razdaljah med Zif268 in TALE 
proteini. Hkratna vezava obeh TALE proteinov v bližino Zif268:VPR aktivatorja brez 
vmesnika še dodatno zmanjša izražanje poročevalca. Pri 5 bp vmesniku TALE-A rahlo poveča 
transkripcijsko aktivacijo, TALE-B jo rahlo inhibira, istočasna vezava TALE proteinov pa 
povzroči še nižji nivo aktivacije. Pri 10 bp vmesniku oba posamezna TALE proteina povečata 
transkripcijsko aktivacijo, pri hkratni vezavi pa opazimo izražanje poročevalca na ravni TALE-
B. Pri 20 bp je vpliv istočasne vezave nekje med vplivoma vezave posameznih proteinov. 
 
Slika 21: Istočasna vezava TALE-A in TALE-B v bližino Zif268:VPR aktivatorja. Grafikon (Slika 21e) je 
razdeljen v štiri gruče stolpcev, v vsaki gruči so rezultati eksperimenta z istimi vmesniki med vezavnimi mesti. 
Sesalsko celično linijo HEK293T smo prehodno transfecirali s 50 ng poročevalskega plazmida, 50 ng 
transkripcijskega aktivatorja Zif268:VPR ter plazmidi z zapisi za TALE-A (stolpci modre barve), TALE-B (stolpci 
zelene barve) ali oba TALE proteina hkrati (stolpci rumene barve). Rdeča črta označuje aktivnost poročevalca z 
dodanimi 50 ng plazmida z zapisom za transkripcijski aktivator Zif268:VPR, na kar so normalizirani vsi podatki 
znotraj eksperimenta. Sheme na levi strani slike (Slika 21a-d) predstavljajo štiri eksperimente znotraj gruč. 
Aktivnost poročevalca smo preverili 48 ur po transfekciji. Na grafikonu so prikazani reprezentativni rezultati treh 
neodvisnih ponovitev eksperimenta. Stolpci prikazujejo povprečja in standardne odklone 4 bioloških ponovitev 
znotraj istega eksperimenta. 
4.3 VPLIV RAZLIKE MED TALE-A IN TALE-B PROTEINOMA 
Iz izvedenih eksperimentov je bila jasno razvidna razlika med vplivoma TALE-A in TALE-B 
proteinov. Želeli smo preveriti, ali je ta razlika posledica različnih zaporedij DNA vezavnih 
mest teh dveh proteinov. V ta namen smo pripravili poročevalske plazmide z zamenjanimi 
zaporedji DNA vezavnih mest za TALE-A in TALE-B. 
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Na sliki 22 sta prikazana eksperimenta z zamenjanimi vezavnimi mesti za TALE proteina na 
Zif268 poročevalskih plazmidih z vmesnikoma z 0 in 20 baznimi pari. Izražanje poročevalskega 
gena je po zamenjavi vezavnih mest za TALE proteina primerljivo z izražanjem pred 
zamenjavo. 
 
Slika 22: Vpliv razlike med TALE proteinoma na reporterskih plazmidih z 0 bp (g) in 20 bp (h) vmesniki med 
vezavnimi mesti. Vsaka gruča na posameznem grafikonu predstavlja eksperiment z drugačnim reporterskim 
plazmidom, navedenim pod gručo. Sheme eksperimentov nad grafikoni (a-f) sledijo stolpcem v vsakem 
posameznem grafikonu. Sesalsko celično linijo HEK293T smo prehodno transfecirali s 50 ng poročevalskega 
plazmida, 50 ng transkripcijskega aktivatorja Gal4:VP16 ter plazmidi z zapisom za TALE-A (stolpci modre barve) 
in TALE-B (stolpci zelene barve) proteina. Rezultati so normalizirani na aktivnost poročevalskega plazmida z 
dodanim plazmidom z zapisom za Zif268:VPR aktivator. Aktivnost poročevalca smo preverili 48 ur po 
transfekciji. Na grafikonu so prikazani reprezentativni rezultati treh neodvisnih ponovitev eksperimenta. Stolpci 
prikazujejo povprečja in standardne odklone 4 bioloških ponovitev znotraj istega eksperimenta.  
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5 RAZPRAVA  
Področje uporabe načrtovanih DNA-vezavnih proteinov je v zadnjih nekaj letih doživelo 
izjemno rast. Z razvojem tehnologije načrtovanih cinkovih prstov in kasneje odkritjem TALE 
proteinov in sistema CRISPR so raziskovalci pridobivali možnost vedno lažjega in hitrejšega 
razvoja proteinov za vezavo na poljubno zaporedje DNA. Skupaj z odkritji novih vrst 
načrtovanih DNA vezavnih proteinov so raziskovalci razvijali široko področje njihovih 
aplikacij – od spreminjanja DNA zaporedja genoma, natančne regulacije izražanja genov in 
uporabe v znanosti kot diagnostično orodje, orodje za vizualizacijo genomov, presejalne teste 
in druge aplikacije (Barrangou in Doudna, 2016). Zaradi široke uporabnosti teh tehnologij 
zanimanje za njihovo uporabo in razvoj v raziskovalnih krogih vztrajno raste. V zadnjem času 
raziskovalci posvečajo veliko pozornosti optimizaciji teh sistemov za doseganje čim večje 
varnosti in natančnosti pri spreminjanju DNA zaporedja, učinkovitosti pri nadzoru 
transkripcije, enostavni in učinkoviti dostavi v celice in na splošno povečevanju zmogljivosti 
teh sistemov.  
Velik del trenutnih raziskav tega področja se posveča razvoju pristopov učinkovitega nadzora 
transkripcije. Raziskovalno delo poteka na preučevanju različnih efektorskih domen z 
namenom zvišanja aktivnosti aktivatorskih in represorskih domen, večje specifičnosti 
aktivacije ali represije, zmožnosti natančne modulacije izražanja, možnosti epigenetske 
regulacije in natančnega časovnega nadzora (Qi in sod, 2013; Dominguez in sod, 2017; Hilton 
in sod, 2015; Konermann in sod., 2015). V pričujočem delu smo preučevali vpliv vezave TALE 
proteinov v bližino DNA-vezavnih proteinov cinkovih prstov, človeškega Zif268 in proteina 
kvasovk Gal4. Iz pregleda objav in prejšnjih eksperimentov izvedenih v našem laboratoriju smo 
sklepali, da lahko TALE proteini tekmujejo za vezavo z drugimi transkripcijskimi faktorji in 
tako onemogočijo njihovo vezavo na DNA. Predvidevali smo, da bi imela vezava TALE 
proteina v neposredno bližino drugega transkripcijskega faktorja podoben inhibitoren efekt.  
Eksperimente, s katerimi smo želeli preveriti vpliv vezave TALE proteinov na Zif268 in Gal4, 
smo zasnovali na podlagi dvojnega luciferaznega testa. Pripravili smo poročevalske plazmide 
z DNA vezavnimi mesti za preučevane proteine, vstavljenimi pred minimalni promotor in gen 
za kresničkino luciferazo (Slika 13). S spremljanjem luciferazne aktivnosti smo lahko sklepali 
na vezavo proteina z vezano aktivatorsko domeno pred minimalni promotor. Preverjali smo 
vpliv vezave TALE proteinov navzgor in navzdol od vezavnega mesta za DNA-vezavna 
proteina Zif268 ali Gal4 ter pri različnih dolžinah vmesnikov med vezavnimi mesti proteinov 
– 0, 5, 10 in 20 nukleotidov. 
5.1 VPLIV VEZAVE TALE PROTEINOV V BLIŽINO PROTEINA GAL4  
Za natančno spremljanje sprememb vezave transkripcijskega aktivatorja na DNA mora biti 
njegova aktivnost dovolj visoka, da lahko spremembe v aktivnosti zanesljivo potrdimo in jih 
uspešno kvantificiramo. V ta namen smo pred izvedbo glavnih eksperimentov preverili moč 
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transkripcijske aktivacije z transkripcijskim aktivatorjem na osnovi proteina Gal4 (Slika 14). 
Transkripcijska aktivacija z aktivatorjem Gal4:VP16 se je izkazala za dovolj močno za jasno 
spremljanje vplivov vezave TAL efektorjev v bližino Gal4 vezavnega mesta.  
Iz slike 15c je razvidno, da vezava TALE proteinov v neposredno bližino Gal4:VP16 aktivatorja 
zmanjša transkripcijo poročevalskega gena na raven brez aktivatorja. Na tej razdalji med 
vezavnima mestoma proteinov predvidevamo, da se ta dva proteina sterično ovirata, saj imata 
oba vsebujeta kratke strukturirane dele na N- in C-terminalnih koncih proteinov, s katerimi 
lahko ovirata vezavo drug drugega (Cuculis in sod., 2016). Opazimo lahko razlike med 
vplivoma na 5` konec vezanega TALE-A in na 3`konec vezanega TALE-B. Vzrok za to razliko 
bi lahko bil poseben način vezave TALE proteinov na DNA – ti namreč iščejo svoje tarčno 
vezavno mesto z drsenjem po DNA v vezanim kratkim delom N-terminalnega konca DNA 
vezavne regije proteina, ob prihodu na tarčno mesto pa se protein ovije okoli DNA in veže s 
celotno DNA vezavno regijo (Cuculis in sod., 2016). N-terminalni konec proteina je ključen za 
vezavo proteina na DNA, zato imajo lahko motnje v vezavi N-terminalnega konca proteina 
večji vpliv na stabilnost kompleksa protein-DNA kot motnje v vezavi C-terminalnega konca. 
Na sliki 15d-f je prikazan vpliv vezave TALE proteinov na aktivacijo transkripcije s 
transkripcijskim aktivatorjem Gal4:VP16 pri podaljševanju vmesnika med DNA vezavnimi 
mesti. Opazimo, da vezava TALE-A 5 bp stran od vezavnega mesta za Gal4:VP16 aktivator 
povzroči povečano izražanje poročevalskega plazmida (Slika 15d), ta vpliv pa se s 
povečevanjem dolžine vmesnika še dodatno ojačuje (Slika 15e-f). Vezava TALE-B medtem pri 
5 bp vmesniku nima večjega vpliva na izražanje poročevalskega plazmida (Slika 15d), pri 10 
bp vmesniku lahko opazimo rahlo znižanje (Slika 15e), pri 20 bp vmesniku pa že zelo izrazito 
znižanje izražanja poročevalskega plazmida ob dodatku plazmida z zapisom za TALE-B. 
Rezultati vezave TALE proteinov 5, 10 in 20 bp stran od Gal4:VP16 se ne skladajo z nobenim 
do sedaj opisanim mehanizmom interakcij med dvema DNA vezavnima proteinoma. Kim in 
sod. (2013) so opisali DNA alosterijo, kjer vezava prvega proteina vnese motnjo v strukturo 
DNA, ki omogoči lažjo vezavo drugega proteina s periodičnostjo 10 bp, efekt pa se utiša pri 15 
bp razdalje med proteinoma. McCormack in sod. (2012) so opisali vlogo stacionarno vezanega 
proteina na DNA kot oviro za enodimenzionalno difuzijo drugega proteina po DNA. Zaradi 
ovire se je zmanjšala hitrost iskanja tarčnega zaporedja za faktor 1,8. Ta efekt je teoretično 
najmočnejši, ko je ovira stacionirana v neposredni bližini vezavnega mesta, z večanjem razdalje 
med vezavnimi mesti pa se efekt manjša (Liu in sod., 2015) Rezultati poskusov s TALE proteini 
in Gal4:VP16 aktivatorjem ne kažejo na periodično obliko vpliva, prav tako se vpliv z razdaljo 
ne zmanjšuje, temveč povečuje. Prav tako opazimo razliko med vezavo TALE proteinov na 5` 
oziroma 3` konec Gal4, ki je ta dva mehanizma ne predvidevata.  
Da bi pridobili boljšo sliko dinamike vplivov med TALE in Gal4 vezavnimi proteini smo se 
odločili ponoviti eksperimente z aktivatorskimi domenami, spojenimi s TALE proteini. Na ta 
način smo lahko spremljali vpliv vezave Gal4 proteina v bližino TALE proteinov. Na sliki 16 
je prikazan vpliv vezave Gal4 proteina v bližino TALE aktivatorjev. Vezava Gal4 proteina v 
bližino TALE-A:VP16 na poročevalskem plazmidu brez vmesnika med vezavnimi mesti nima 
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vpliva na transkripcijsko aktivacijo (Slika 16c), pri 5 bp vmesniku lahko opazimo rahlo 
zmanjšano transkripcijsko aktivacijo (Slika 16d), ki je pri 10 bp vmesniku še nižja (Slika 16e), 
vendar je pri 20 bp vmesniku skorajda več ne opazimo (Slika 16f). Vezava Gal4 v bližino 
TALE-B:VP16 aktivatorja  povzroči pri 0 bp vmesniku (Slika 16g) rahlo zmanjšanje 
transkripcijske aktivacije, medtem ko je vpliv vezave Gal4 pri vmesnikih 5, 10 in 20 bp 
zanemarljiv (Slika 16h-j). Tako kot pri eksperimentih z aktivatorsko domeno na Gal4 proteinu 
opazimo razliko med vplivoma vezave pred ali za proteinom z vezano aktivatorsko domeno. 
Vplivi vezave Gal4 v bližino TALE aktivatorjev so manjši kot vplivi vezave TALE na Gal4, 
kar bi lahko bila posledica razlik med afiniteto za vezavo na DNA teh dveh proteinov. Gal4 ima 
disociacijsko konstanto okoli 24 nM, medtem ko se ta pri TALE proteinih giblje okoli 3 nM 
(Meckler in sod., 2013; Hong in sod., 2008).  
Testirali smo tudi hkratno vezavo TALE-A in TALE-B proteinov v bližino aktivatorja 
Gal4:VP16 (Slika 17), saj nas je zanimalo razmerje med vplivi TALE-A in TALE-B proteinov. 
Iz grafikona lahko razberemo, da sta vpliva TALE-A in TALE-B razmeroma sinegistična – pri 
0 bp vmesniku je padec transkripcijske aktivacije pri hkratni vezavi TALE-A in TALE-B večji 
od vezave posameznih TALE proteinov. Pri 10 bp vmesniku TALE-A poviša aktivacijo 
transkripcije, v nasprotju s TALE-B, ki povzoči rahlo nižjo aktivacijo z Gal4:VP16. Hkratna 
vezava TALE-A in TALE-B kaže na rahlo šibkejšo aktivacijo kot s samim TALE-A proteinom. 
Podobne rezultate opazimo pri 20 bp vmesniku. Pri 5 bp vmesniku, kjer oba TALE proteina 
posamezno prispevata k povečanju transkripcijske aktivacije hkratna vezava ne doseže ravni 
aktivacije samo s TALE-A.  
5.2 VPLIV VEZAVE TALE PROTEINOV V BLIŽINO PROTEINA ZIF268  
Podobne eksperimente kot v primeru proteina Gal4 smo izvedli tudi s proteinom Zif268. 
Pripravili smo plazmid z zapisom za aktivator Zif268:VP16, vendar je bila transkripcijska 
aktivacija s tem aktivatorjem prešibka za zanesljivo uporabo v naših eksperimentih (Slika 18a). 
Pripravili smo plazmid z zapisom za fuzijski protein Zif268 z močnejšim aktivacijsko domeno 
VPR, s katerim smo dosegli močnejšo aktivacijo transkripcije (Slika 18b). 
Vezava TALE-A v neposredno bližino Zif268:VPR proteina (Slika 19c) povzroči znižanje 
izražanja poročevalca na raven izražanja poročevalskega plazmida brez vezanega aktivatorja, 
vezava TALE-B pa prav tako nivo zmanjša transkripcijske aktivacije, vendar ne na enako nizko 
raven. Razlika med vplivoma TALE proteinov pri poročevalskih plazmidih brez vmesnika med 
vezavnimi mesti se je pokazala že pri eksperimentih z Gal4, vendar je pri Zif268 toliko bolj 
izrazita. Z daljšanjem vmesnika med vezavnimi mesti opazimo, da TALE-A pri 5 bp rahlo 
poveča transkripcijsko aktivacijo, ta vpliv se pri 10 bp in 20 še poveča (Slika 19d-f). Pri vezavi 
TALE-B opazimo rahlo aktivacijo transkripcijske aktivnost pri 5 bp vmesniku, ki se pri 10 bp 
vmesniku še rahlo poveča, dokler pri 20 bp vmesniku ne pride do močne inhibicije izražanja 
poročevalca (Slika 19d-f). Vpliv vezave TALE proteinov v bližino Zif268:VPR je zelo podoben 
rezultatom z Gal4:VP16, opazimo le manjše razlike pri vezavi TALE-B proteina – manjši padec 
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transkripcijske aktivacije pri 0 bp vmesniku in rahlo višjo transkripcijsko aktivacijo pri 5 in 10 
bp vmesnikih. Podobnosti kažejo na soroden način vpliva TALE proteinov na vezavo cinkovih 
prstov, ki pa se ne sklada z razlagami o znanih in opisanih mehanizmih interakcij med DNA-
vezavnimi proteini. 
Zavoljo nadaljnjega preverjanja dinamike vplivov med TALE proteini in Zif268 smo prav tako 
kot pri Gal4 izpeljali poizkuse z aktivatorskimi domenami vezanimi na TALE proteine (Slika 
20). Rezultati kažejo na zanemarljiv vpliv vezave Zif268 proteina v bližino TALE aktivatorja. 
Zif268 ima manjšo višjo disociacijsko konstanto od TALE proteinov (11 nM) (Meckler in sod., 
2013). Kljub temu, da smo pri poizkusu z aktivatorskimi domenami na Zif268 proteinu videli, 
da ima vezava TALE-B proteina pri 0 bp vmesniku šibkejši vpliv na vezavo Zif268:VPR kot 
vezava TALE-A, ta razlika v teh rezultatih ni vidna. 
Hkratna vezava obeh TALE proteinov v neposredno bližino Zif268:VPR aktivatorja (Slika 21) 
brez vmesnika še dodatno zmanjša izražanje poročevalca. Pri 5 bp vmesniku TALE-A rahlo 
poveča transkripcijsko aktivacijo, TALE-B jo rahlo inhibira, istočasna vezava TALE proteinov 
pa povzroči še nižji nivo aktivacije. Pri 10 bp vmesniku oba posamezna TALE proteina 
povečata transkripcijsko aktivacijo, vendar pri hkratni vezavi TALE proteinov ne opazimo 
sinergističnega delovanja, saj nivo transkripcisjke aktivacije ostane okoli vpliva TALE-B. Pri 
20 bp je vpliv istočasne vezave nekje med vplivoma vezave posameznih proteinov. 
Razlog za opažene razlike med vplivoma TALE-A in TALE-B proteinov bi lahko bile različne 
DNA vezavne domene z različnimi tarčnimi zaporedji. Razlike med proteinoma smo preverili 
z poročevalskimi plazmidi z zamenjanimi DNA vezavnimi mesti (Slika 22). Eksperimenti 
kažejo, da odziv ni odvisen od DNA zaporedja TALE proteina, temveč od pozicije glede na 
vezavno mesto za Zif268:VPR aktivator.  
5.3 PREDLOGI ZA NADALJNJE DELO 
V okviru tega dela nas je zanimalo kakšen je vpliv vezave TALE proteinov v bližino 
transkripcijskih aktivatorjev na osnovi cinkovih prstov. Rezultati z Zif268 in Gal4 proteinoma 
so si zelo podobni, kar kaže na podoben mehanizem delovanja TALE proteinov, vendar bi lahko 
to zanesljivo trdili šele po testiranju več vrst transkripcijskih faktorjev, tudi iz drugih družin 
DNA vezavnih domen. Opazimo da imajo TALE proteini veliko večji vpliv na Zif268 in Gal4 
aktivatorje, kot jih imata ta dva proteina na TALE proteine, kar kaže na specifičen način 
delovanja TALE proteinov. Hkrati sta si efekta vezave TALE-A in TALE-B zelo različna, 
čeprav smo ugotovili, da ta razlika ni posledica različnih DNA vezavnih domen. Razlike med 
interakcijami iz 3` ali 5` konca ne predvideva noben izmed do sedaj odkritih mehanizmov, kar 
bi lahko bil pokazatelj novega mehanizma interakcij TALE proteinov. Nadaljnje delo za 
natančnejše preučevanje mehanizma bi lahko vključevalo metode florescentne mikroskopije 
posameznih molekul, s katerimi so raziskovalci že uspešno preučevali hkratne vplive na 
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disociacijsko kinetiko DNA vezavnih proteinov in njihovo hitrost iskanja tarčnega zaporedja 
(Elf in sod., 2007; Mccormack in sod., 2012). 
5.4 POTENCIALNE APLIKACIJE VPLIVA TALE PROTEINOV NA NADZOR 
TRANSKRIPCIJE Z DRUGIMI PROTEINI 
Kljub nejasnosti vpletenih mehanizmov delovanja kažejo TALE proteini efekte, ki bi jih lahko 
izkoristili pri načrtovanem nadzoru transkripcije endogenih genov celice. Pričakujemo lahko, 
da bi se efekti, opisani v tem delu, pojavili tudi pri ostalih transkripcijskih faktorjih, najbolj 
verjetno pri skupini cinkovih prstov, kamor spadata tudi Zif268 in Gal4, katere kodira kar 3% 
človeškega genoma. Do sedaj razviti pristopi upravljanja prepisovanja endogenih genov 
temeljijo na vezavi efektorskih domen na načrtovane DNA vezavne proteine. Raven 
spremembe transkripcijske regulacije je s tem pristopom omejena na izbiro efektorskih domen, 
medtem ko v tem delu opisani pojav omogoča natančnejšo modulacijo s spremembo 
oddaljenosti vezave od izbranega endogenega transkripcijskega regulatorja. Represija 
transkripcije z uporabo represorskih domen ima zelo nizko specifičnost – najbolj uporabljena 
represorska domena KRAB namreč utiša gene 15 kbp navzgor in navzdol od mesta vezave na 
DNA (Groner in sod., 2010). S tem pristopom pa bi lahko vplivali na samo en transkripcijski 
regulator in tako dosegli veliko višjo tarčnost.  Efekti vezave TALE proteinov v bližino 
endogenih TF se lahko vključijo v obstoječe regulatorne sisteme, tako da lahko s takim 
pristopom z vplivanjem na določen endogen TF le rahlo ojačamo ali omilimo njegov prispevek 
k regulaciji. Uporaba samega DNA vezavnega proteina brez efektorske domene pomeni, da je 
potencialni terapevtski protein manjše velikosti, hkrati pa je zaradi podobnosti medproteinskih 
interakcij med organizmi bolje prenosljiv med organizmi, kot pa z vezavnimi efektorskimi 
domenami, katerih aktivnost se med organizmi ali celičnimi tipi razlikuje. 
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6 SKLEPI  
Opazili in raziskali smo vpliv vezave TALE proteinov v bližino Zif268:VPR in Gal4:VP16 
aktivatorjev. Iz rezultatov je razvidno: 
 da lahko z vezavo TALE proteinov v bližino teh dveh transkripcijskih aktivatorjev 
povečamo ali zmanjšamo zmožnost njune transkripcijske aktivacije in 
 da je ta efekt odvisen od razdalje med TALE proteinom in preučevanim 
transkripcijskim aktivatorjem ter od tega, ali je TALE protein vezan navzgor ali 
navzdol po DNA od preučevanega proteina. 
Mehanizem delovanja interakcij med TALE proteini in preučevanimi proteini iz naših 
poizkusov ni popolnoma jasen, za nadaljnje preučevanje mehanizma bi lahko uporabili metode 
flourescentne mikroskopije posameznih molekul. 
Opisani vplive bi lahko uporabili pri načrtovanju umetnih transkripcijskih regulatorjev, ki bi se 
vezali v bližino poljubnih endogenih transkripcijskih regulatorjev in vplivali na željen način, 
opisan v tem delu. Zmožnost transkripcijske regulacije z vezavo v bližino endogenega 
transkripcijskega regulatorja ima več prednosti pred ostalimi pristopi: manjša velikost 
efektorskega proteina, večja usmerjenost represije, zmožnosti natančnega moduliranja, 
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PRILOGE 
Priloga A: DNA konstrukti uporabljeni v tej nalogi 
 
















 A_5_ Zif268_5_B-pMin-Luc 
 A_10_ Zif268_10_B-pMin-Luc 
 A_20_ Zif268_20_B-pMin-Luc 
 B_ Zif268_A-pMin-Luc 
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Priloga B: Nukleotidna in aminokislinska zaporedja elementov uporabljenih v tej nalogi  
 
Legenda: 
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A_Zif268_B 
tttactgctgctcccgctgcgtgggcgttcttccgtttccacatct 
 
A_5_ Zif268_5_B 
tttactgctgctcccgctgtcaggcgtgggcgtgtcagtcttccgtttccacatct 
 
A_10_ Zif268_10_B 
tttactgctgctcccgctcacggtagccgcgtgggcgtgtgagtagggtcttccgtttccac
atct 
 
A_20_ Zif268_20_B 
tttactgctgctcccgctcaaagacttaagagtctatcgcgtgggcgtgcggtccgttcaga
gtcgactcttccgtttccacatct 
 
B_ Zif268_A 
tcttccgtttccacatctgcgtgggcgttttactgctgctcccgct 
 
B_20_ Zif268_20_A 
tcttccgtttccacatctcaaagacttaagagtctatcgcgtgggcgtgcggtccgttcaga
gtcgactttactgctgctcccgct 
 
 
 
 
 
